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1.1 Caracterlsticas del género Ne¡sser¡a.
Los microorganismos del género Neisseria pertenecen a la familia
Neisseriaceae en la cual también están incluidos Moraxella, K¡ngella y
Acinetobacter.
El género Ne¡sseria está constituido por bacterias cocáceas Gram
negativas de 0.6-1.5 pm de diámetro, que aparecen normalmente en parejas con
los lados adyacentes aplanados. No producen esporas y son inmóviles. Algunas
especies son capsuladas. Muchas de las especies del género presentan unos
complejos requerimientos nutritivos para su crecimiento. La temperatura óptima
de crecimiento es de 35~37O C, utilizando un reducido número de carbohidratos.
Son aerobios o anaerobios facultativos. Poseen actividad de catalasa y citocromo-
oxidasa excepto Neisseria elongata. y su proporción de G + C en el DNA es de
46.5-53.5 mol %.
Las especies que forman parte del género Neisseria son: N.
gonorrhoeae. N. meningitidis. N. lactamica. Al. sicca, Al. sub (la va, Al, (lavescens,
Al. mucosa, Al. cinerea, Al. denitriflcans, Al. elongata. N. canis y Al. po/ysaccharea
(Bovre, 1984).
De todas ellas salva Al. meningitidis, agente causal de la meningitis
cerebro espinal epidémica y de septicemias, y N. gonorrhoeae causante de la
gonorrea, el resto se pueden considerar microorganismos oportunistas y en raras
ocasiones producen patologías en el hombre.
Ne¡sser¡a meníndiltídis
Neisseria meningitidis (meningococo> es el agente causal de la
meningitis cerebro espinal epidémica. Es parásito obligado del hombre. El
meningococo se alsía frecuentemente de exudados faríngeos y nasofaríngeos de
apersonas sanas (portadores>, constituyendo un importante reservarlo.
El meningococo puede aislarse de diferentes localizaciones como liquido
cefalorraquideo, sangre, exudados nasofaríngeos. esputos, etc. También se han
descrito aislamientos de Al. meningitidis en uretra, cervix y recto <Faur y cois..
1981; Hook III y Hansdfleld, 1990). Los meningococos se clasifican
serologicamente en función de la presencia de distintos polisacáridos capsulares.
Actualmente se reconocen distintos serogrupos A. 8, C, H, 1. K, L, X, Y, Z, 29E
y W135 (Morelia y Bonhoff. 1980).
Ne¡sser¡a Iactamica
Raramente patógena, se aisle frecuentemente de nasofaringe
especialmente en niños y ocasionalmente de tracto genital (Telfer Brunton y cois.,
1980>.
La mayoría de las cepas de Al.lactamica son autoaglutinables.
Presentan así mismo reactividad cruzada con sueros antimeningocócicos <GoId y
cols., 1978; Sáez Nieto y cols,. 1982>.
Ne¡sser¡a sicca
Se puede aislar de nasofaringe y rara vez se comporta como
patógeno, aunque se han descrito casos de infecciones, tales como meningitis
(Bansmer y Brem, 1948>, endocarditis (Gay y Sevier, 1978) etc.
Ne¡sseria subflava
Forma parte también de la flora normal faríngea, aunque así mismo
ha sido aislada de pacientes con meningitis y sepsis <Herbert y Ruskin, 1981),
4endocarditis (Scott. 1971>.
Neísseria mucosa
Al igual que el resto de las neiserias saprofitas, ocasionalmente está
involucrada en procesos infecciosos. Existen casos descritos de meningitis,
endocarditis y pericarditis (Fainstain y cols., 1979; Hennessey y colt. 1991>.
Neisser¡a fíavescens
Normalmente neiseria comensal. Esporádicamente ha producido
casos de meningitis y sepsis <Prentice, 1957>.
Neissería cinerea
Es una de las especies que recientemente ha generado un notable
interés, principalmente porque puede confundirse facilmente con Al. gonorrhoeae.
Forma parte de la flora del tracto respiratorio superior aunque también ha sido
aislada en tracto genital (Knapp y cols.. 1988) Y en un paciente con proctitis
<Dossett y cols., 1985>.
Neissería elonoata
Se presenta en forma de bacilos cortos de 0.5 mm de diámetro, a
menudo como diplobacilos o en cadenas cortas, no es capsulada, es inmóvil y
puede presentar fimbrias. No presenta actividad de catalasa. Se ha aislado de
faringe de individuos sanos y de casos de faringitis, también de aspirados
bronquiales y tracto urinario <Eovre, 1984>.
5Ne¡sser¡a ooivsaccharea
Es una especie descrita recientemente <Riou y Guibourdenche,
1983>, que se ha aislado de exudados faríngeos de portadores sanos y su
importancia reside en que puede ser confundida con el meningococo (Boquete y
cola., 1986).
Ne¡sser¡a den¡tr¡flcans
Es comensal del tracto respiratorio superior de los animales (Pérez
y cols., 1989).
Neisseria aonorrhoeae
Es el agente productor de la gonorrea en el hombre: se aisla
fundamentalmente a partir de exudados del aparato genital y en los casos de
infección gonocócica diseminada se ha aislado de sangre, lesiones de la piel,
líquido cefalorraquideo. etc. En función de los hábitos sexuales también pueden
aislarse a partir de exudados anorrectales y orofaríngeos.
El gonococo es muy sensible a las variaciones ambientales, como
son temperaturas extremas y desecación: esto implica que no pueden sobrevivir
mucho tiempo fuera del huésped, por lo que la principal vía de transmisión es por
contacto directo entre individuos sobre toda por contacto sexual.
En los cultivos en medio sólido pueden observarse cuatro tipos de
colonias morfológicamente distintas denominadas Ti, 12.13 y 14 (Kellogg y cols.,
1963): en los cultivos primarios aparecen fundamentalmente colonias de tipo Ti
y 12 en aislamientos de infecciones del tracto genitourinario, además en dichas
colonias predominan los gonococos piliados, mientras que los gonococos no
pillados aparecen en las colonias tipo 13 y 14 que se obtienen en subcultivos o
6bien en cultivos primarios de localizaciones extragenitales.
Los métodos de caracterización de las cepas de Al. gonorrhoeae los
veremos más adelante en el apartado 2.2.
1 .2 Diferenciación de las especies del género Ne¡sseda
1.2.1 Diferenciación bioquímica
El aislamiento de gonococos de localizaciones en las que
normalmente se encuentran también una gran variedad de microorganismos
saprofitos <faringe, mucosa anorectal, cervix, etc.> ha sido un problema que se
solucionó con el empleo de medios que contenían agentes antimicrobianos que
inhibían la gran mayoría de las neiserias no patógenas así como flora acompañante
<estafilococos, estreptococos etc.>, pero que permitían el crecimiento de los
gonococos.
El medio selectivo mas empleado ha sido el descrito por Thayer y
Martin en 1966, que consiste en un agar chocolate, un suplemento químico (Wite
y Kellogg, 1965> y los antibióticos vancomicina. colistina y nistatina para eliminar
la flora acompañante. El aislamiento de zonas que normalmente son estériles
<sangre, líquido cefalorraquideo, líquido sinovial etc.> se puede realizar en agar
chocolate sin antibióticos. En la Tabla 1 se resumen algunos de los criterios de
identificación de las especies del género Aleisseria.
El crecimiento de los gonococos en el medio de Thayer-Martin <TM>
es una característica utilizada en la diferenciación con otras neiserias saprofitas;
sin embargo hay que tener en cuenta que Al. meningitidis. Al. lactamica y Al.
polysaccharea también son capaces de crecer en ese medio, y puesto que han sido
aisladas de las mismas localizaciones que Al. gonorrhoeae <Hollis, 1973; Faur y
cols., 1981) es muy importante su diferenciación.
En el caso de Al. lactamica, la producción de ácido con lactosa y la
7posesión de $-galactosidasa que hidroliza la lactosa y el sustrato cromogénico o-
nitrophenil-$-D-galacto-piranósido <ONPG>, son características suficientes para
diferenciarlas de los gonococos.
La propiedad fundamental para diferenciar Al. polysaccharea de los
gonococos es la producción de polisacárido de sacarosa por parte de la primera.
En cuanto a la correcta identificación de Al. meningitidis y Al.
gonorrhaeae. puede ser mas complicada dado que se han descrito meningococos
que no producen ácido con maltosa, además de otras cepas atípicas en la
producción de ácido con glucosa tanto entre los gonococos como en los
meningococos <Sáez Nieto y cols.. 1982>. Por este motivo se han introducido dos
pruebas adicionales, que son actividad de aminopeptidasa y test de superoxol.
1.2.2 Hibridación de ADN
Los ensayos realizados para la determinación de la composición de
bases en el ADN . estudios de transformación e hibridación de ADN <Hoke y
Vedros, 1982: Riou y Guibaurdenche, 1987>. han servido para clarificar la posición
taxonómica de las distintas especies del género Aleisser,a.
Los resultados que se obtienen sugieren que las neiserias se dividen
en dos grupos genéticos (Tabla II>. Estos grupos están constituidos en función de
la composición de bases del ADW. nivel de transformación entre las especies del
grupo, y grado de hibridación de ADN que se produce entre los miembros de un
mismo grupo y los de otros grupos.
El grupo 1 estaría formado por Al. meningitidis, Al. gonoahoeae, Al.
cinerea, Al. lactamica y Al. polysaccliarea; caracterizado por un valor de G + C de
50.5-53.2 mol %, un elevado nivel de transformación entre los miembros del
grupo, así como un alto grado de hibridación del ADN (por encima del 60 %l entre
las especies de este grupo, siendo sin embargo muy bajo con los miembros del
grupo 11< menos del 46 %>.
8TABLA 1. CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES
DEL GENERO NEISSERIA
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Oxidasa + * + + + + + + + + +
cataJ.asa + + + + + + + + + — +
Superoxol 14 — + — 14 — V V 14 — —
producción de:
Glucosa + + + 14 + + + — + — +
Maltosa + + — — + + + — + — —
Lactosa — — — — +
Sacarosa + + — y — +
Fructosa + + — y — +
Crecimiento en:
Tbayer—Martin + + + y + — — — 14 — —
Agar Sangre 222c — — — y y y + + y + +
Agar Nutritivo 3520 — — — + + + + + y + +
Enzimas:
yglutamilaminopeptidasa + y — — —
Prol.itaminopeptidasa V V + + + + + + + V —
ONPG — — — — +
Reducción de:
Nitratos + — — — —
Nitritos V — — + + + + + + + +
Polisao. de sacarosa — + — — — + + + y — +
Resistencia a colistina + + + — + — — — 14 — —
y: variable; Nt negativo con excepciones ocasionales.
9En el grupo II se incluyen N. flavescens, N.s¡cca, N. subfla va, N.
flava, Al. perfiava, Al. mucosa, Al. denitrificans y Al. elongata en el que el
porcentaje de G+C es de 49.3-55.6 mol % y el grado de hibridación de ADN con
las especies del grupo 1 es del 20-46 %, en cambio entre los miembros del grupo
este valor es superior al 78 %.
1.2.3. Análisis de isoenzimas
El análisis electroforético de enzimasha sido un método ampliamente
utilizado en estudios de genética de poblaciones de los organismos eucarióticos
(Nel, 1975; Ayala. 1976>.
Las técnicas que se emplean mas frecuentemente en estudios
taxonómicos y epidemiológicos como son la biotipia. fagotipia. serotipia,
electroforésis de proteinas totales etc., detectan exclusivamente variabilidad
fenotípica, lo cual implica grandes problemas para relacionar la variación alélica con
dicha variación fenotipica, además de no suministrar información acerca de la
frecuencia de alelos. aspecto necesario en el estudio de la genética de poblaciones.
Técnicas como la hibridación de ADN contribuyen muy poco al
conocimiento de la variedad genética dentro de las especies debido a la
complejidad experimental, distorsiones provocadas por e) ADN extracromosómico
etc.
La carga eléctrica neta de una proteína depende de su secuencia de
aminoácidos, por lo tanto es un reflejo de la secuencia de bases en el
correspondiente gen estructural. Como consecuencia cuando se detectan
diferentes movilidades electroforéticas de un mismo enzima se puede asumir que
corresponden a un alelo distinto del gen estructural que codifica ese enzima. La
electroforésis en gel puede detectar entre el 80 y el 90 % de las sustituciones de
aminoácidos, es decir la sustitución de un aminoácido en la molécula de un enzima.
probablemente si modificará su movilidad electroforética (Selander y cols... 1986)
lo
TABLA II. RELACION GENETICA DE LAS ESPECIES DEL GENERO NEISSSRIA EN
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Para determinar la diversidad genética en los loci que se vayan a
estudiar, es necesario conocer las frecuencias de los distintos alelos <en este caso
el término alelo es equivalente a electromorfo). Estas frecuencias se calculan a
partir del total de Tipos electroforéticos <diferentes perfiles de electromorfos>
encontrados en la población analizada.
Cada aislado se caracteriza por su combinación de electromorf os
sobre el número de enzimas ensayadas; los distintos perfiles de electromorf os que
corresponden a un único genotipo se designan como ya hemos dicho tipos
electroforéticos <TE>, que son equivalentes a los perfiles alélicos.
El estudio de la varibilidad genética a partir de la determinación de
patrones electroforéticos enzimáticos ha permitido realizar numerosos ensayos de
genética de poblaciones en bacterias de indudable interés clfnico: E. cali (Achtman
y cols., 1986>. Al. meningitidis <Caugant y cols., 1986>, H. influenzae <Musser y
cols., 1986> etc.
Los isoenzimas han contribuido a ampliar el grado de conocimiento
acerca de la regulación metabólica en bacterias, plantas y animales.
Existen diversas causas de la multiplicidad enzimática,
tradicionalmente definidas como causas primarias o geneticas y causas
secundarias o postranscripcionales. Las primeras son el resultado de variaciones
en la secuencia de nucleótidos del gen o genes responsables de la síntesis del
enzima, mientras que los isoenzimas postranscripcionales son consecuencia de las
modificaciones del mecanismo de regulación, una vez sintetizado el enzima.
1.2.4. Aglutinación con lectinas
Las lectinas son aglutininas de animales y plantas capaces de unirse
a una amplia variedad de sustancias microbianas. La utilización de lectinas ha ido
en aumento debido a la capacidad que presentan para reaccionar con una gran
variedad de moléculas que contengan carbohidratos simples o complejos,
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pudiendose obtener información acerca de los carbohidratos de la superficie celular
de las bacterias Gram + y Gram-.
Se han empleado para detectar modificaciones en la pared celular,
analizar variaciones en la composición de carbohidratos de la pared celular dentro
de las especies etc. <Pistole, 1981>.
En un estudio realizado con diferentes especies del género Aleisseria,
utilizando un panel de 22 lectinas diferentes (Doyle y cols.. 1994), se observa que
además de los gonococos y los meningococos, otros miembros de la familia
Aleisseriaceae interaccionan con las lectinas; Al. lactamica se muestra
especialmente reactiva, mientras que Al. sicca no aglutina con ninguna de las
lectinas ensayadas.
En un trabajo posterior se ha llevado a cabo la caracterización de Al.
gonorrhoeae en base a la reactividad con 14 lectinas distintas <Schalla y cols.,
1985>.
En conclusión podría decirse que la aglutinación con lectinas puede
ser un método válido de apoyo en la identificación de especies dentro del género
Neisseria, así como marcador epidemiológico para tipificar cepas de Al.
gonorrhoeae, sobre todo en aquellos casos en los que la utilización de otros
marcadores no discrimina suficientemente (Vázquez y Berrán, 1990>.
1.2.5. Otros métodos de identificación deN. gonorrhoeae.
Los métodos inmunológicos ofrecen grandes ventajas a la hora de
confirmar la identificación de los gonococos, como son la rapidez y la utilización
de pequeñas cantidades de crecimiento bacteriano. Estos factores unidos a las
dificultades que se presentan a veces en la utilización de carbohidratos, han
estimulado el desarrollo de estos métodos inmunológicos.
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a. Anticuerpos policlonales
Métodos como la inmunofluorescencia directa <FDA) y coaglutinación
CCoA> han sido ampliamente utilizados en la identificación de los gonococos.
El primer método utilizado fue la FDA, sin embargo la CoA es más
sencilla de realizar y la interpretación es más fácil <Young y McMillan, 1982>. En
la CoA se utiliza proteína A de estafilococo con anticuerpos antigonocócicos de
conejo unido por el fragmento Fc a la proteína A <Danielsson y Kronvall, 1974>.
La CoA reemplazó a la FDA en la mayoria de los laboratorios,
fundamentalmente porque se producen reacciones cruzadas con Al. lactamica,
siendo por lo tanto un método desechable en la identificación de gonococos de
aislados faríngeos.
b. Anticuerpos monoclonales
Actualmente la utilización de CoA empleando anticuerpos
monoclonales ha desplazado totalmente los ensayos con anticuerpos policlonales,
siendo éstos sustituidos por anticuerpos monoclonales de ratón dirigidos a
epitopos de la proteína 1 de la membrana externa de los gonococos.
Existen varios sistemas comerciales con una excelente sensibilidad
y especificidad, sin embargo en evaluaciones realizadas de los mismos, se
describen reacciones cruzadas con Al. lactamica, algunas cepas de Sran/ameila
catarrhalls y sobre todo con Al. cinerea <Dillon y cols.. 1988>.
Por lo tanto, con el fin de conseguir una correcta identificación de
Al. gonorrhoeae, se deben llevar a cabo una serie de pruebas adicionales como son
la utilización de azúcares, hidrólisis de ONPG, resistencia a colistina etc.
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2. CARACTERIZACION DE LA ESPECIE NEISSERIA GONORRHOEÁS
2.1 Estructura antigénica
La estructura de la pared de los gonococos es la típica de las
bacterias Gram negativas, la membrana externa, la membrana citoplásmica que
rodea al citoplasma bacteriano y entre ellas el espacio periplásmico en el que se
encuentra el peptidoglicano. La membrana externa consiste en un complejo
mosaico de proteínas, lipopolisacárido y fosfolípidos unidos estrechamente entre
sí. Estas moleculas de la superficie celular juegan un importante papel en la
colonización bacteriana, en la infección, así como en la resistencia de los
gonococos a las defensas naturales o inducidas del huésped.
2.1.1 Antigenos capsulares
El gonococo no expresa una verdadera capsula de polisacárido, y
aunque hay autores que argumentan la existencia de la misma (James y Swenson,
1977: Hendley y cols., 1981>. no se ha realizado nunca aislamiento y purificación
de material capsular.
Los gonococos producen una “ pseudocapsula de polifosfatos que
podría realizar algunas de las funciones atribuidas a las capsulas de polisacárido
<Noegel y Gotschlich, 1983). Sin embargo el papel de esta pseudocapsula en la
biología y patogénesis de los gonococos es por el momento desconocida.
2.1.2 Pili
Los pili son apéndices no flagelares que se encuentran en la
superficie, formados por subunidades proteicas idénticas que se unen dando lugar
a largos polímeros. El peso molecular de cada subunidad oscila entre 17.000-
22.000 daltons dependiendo de las cepas (Buchanan. 1975>.
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Los gonococos piliados predominan en las colonias tipo Ti y T2
<colonias obtenidas de cultivos primarios>, aisladas de infecciones del tracto
genitourinario, mientras que en las colonias tipo T3 y T4 aparecen gonococos no
piliados y se obtienen en subcultivos o bien en cultivos primarios de localizaciones
extragenitales.
Los pili de N. gonorrhoeae sufren dos tipos de variaciones, antigénica
y de fase.
La variación de fase se refiere a la expresión reversible entre dos
estados alternativos, producción de células piliadas (Pi ono <R> (Britigan y cols.,
1985>. Esta variación se presenta con una alta frecuencia.
La variación antigénica, igualmente, se presenta con una alta
frecuencia. La molécula de un pili puede dividirse en tres regiones: una constante
en la que la secuencia de aminoácidos es altamente conservada, una semivaraible
en la cual se producen muchas variaciones de aminoácidos y una altamente
variable cerca de la zona carboxi terminal (Schoolnik y cols., 1984>.
Los gonococos piliados presentan mayor capacidad de adherencia
a las superficies mucosas del huésped y son más virulentos <Mc0ee y cols..
1981>.
2.1.3 Lipopolisacárido
En la superficie celular todos los gonococos poseen un
lipooligosacárido <LOS>. similar al lipopolisacárido <LPS> de las bacterias Gram-.
El LOS está formado por un lípido A y un core polisacárido
constituido por ácido cetodeoxioctanoico <KDO>, heptosa, glucosa, galactosa,
glucosamina y/o galactosamina (Griffiss y cola., 19881.
Atendiendo a criterios químicos e inmunológicos existen en la
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naturaleza variacionesen los azúcares del core del LOS, dicha variación antigénica
es la base del esquema de serotipia de Apicella (Apicella y cola., 1997). Esta
variabilidad antigénica está relacionada con la resistencia relativa que ciertas cepas
de Al. gonorrhoeae presentan a la actividad bactericida del suero y quizás
relacionada también con la manifestación clínica y severidad de la infección
gonocócica <Apicella y cols., 1986>.
2.1.4 Proteinas de la membrana externa
Como hemos dicho anteriormente la membrana externa de los
gonococos contiene lipooligosacárido. fosfolípidos y una variedad de proteínas, de
las que las más importantes son la Proteína 1, la Proteína II y la III.
La Proteína 1 tiene un peso molecular de 32-36 Kd: en su estado
nativo aparece como un trimero. se encuentra físicamente próxima en la membrana
externa al LOS y también a la Proteína III <Newhall y cola., 1990>. Funciona como
una porina y se piensa que juega un papel importante en la patogénesis.
La Proteína 1 se presenta en dos clases distintas desde el punto de
vista químico e inmunológico, designadas como PíA y PIS. Una cepa puede poseer,
ya sea la PíA o PIB pero nunca las dos.
Se han desarrollado esquemas de serotipia con anticuerpos
monoclonales basados en la Proteína 1, que estudiaremos mas ampliamente en el
apartado 2.2.2. Los genes que codifican para la PíA y PIB son alelos de un mismo
locus.
Proteína II es el término empleado para designar a un grupo de
proteínas relacionadas entre sí, con un peso molecular de 20-28 Kd. Las colonias
de Al. gonorrhoeae que carecen de Proteína II son transparentes, mientras que
aquellas que poseen uno o más tipos de Proteína II son opacas (Swansan. 1922).
En contraste con la Proteína 1, la Proteína II puede variar en cantidad
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o bien estar ausente en un aislado e incluso se pueden expresar hasta seis
variantes de la misma.
La Proteína III, con un peso molecular de 30-31 Kd, está presente
en todos los gonococos en estrecha asociación con la Proteína 1 y el LOS, y
presenta una variación antigénica muy pequeña entre las cepas, <Blake y
Gotschlich, 1983).
La Proteína NS es un antígeno definido recientemente y que se
encuentra en todas las cepas de Al. gonorrhoeae y Al. meningftidis así como en Al.
lactamica y Al. cinerea pero no en las neiserias saprofitas (Cannon y cols., 1984>.
La Proteína H8 es antigenicamente homogénea independientemente
de la presencia o ausencia de pili. el tipo de colonia, opaca o transparente, y todas
las cepas tienen en común uno o más epítopos de este antígeno expuestos en la
superficie.
Durante la convalecencia de la infección gonocócica se producen
anticuerpos frente a la Proteína 1-18 <Black y cols.. 1985>. pero su papel en la
patogénesis es por el momento desconocido.
En la membrana externa se han encontrado también otras proteínas,
muchas de tas cuales no han sido completamente caracterizadas en cuanto a su
estructura y función. Por ejemplo existen una serie de proteínas que solo se
expresan bajo ciertas condiciones incluyendo la ausencia de hierro, crecimiento
anaeróbico o otras situaciones límite de crecimiento <West y Sparling, 1985; Clark
y cols.. 1987>.
Dentro de estegrupo de proteínas reguladoras de hierro se encuentra
una de 37 Kd y varias dentro de un rango de 65-lOOKd <Mietzner y cols.. 1984>.
La proteína de 37 Kd ha sido bien definida quimicamente y se piensa que puede
intervenir en al transporte de hierro. Se ha encontrado en todos los gonococos y
meningococos.
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Igualmente ha sido definida una proteína de 70 Kd común en N.
gonorrlioeae y Al. meningitidis. Cepas mutantes en las que no está presente dicha
proteína son incapaces de transportar hierro a partir de diversas fuentes incluyendo
la transferrina y la lactoferrina, con lo cual se piensa que igualmente desempeña
un papel en el transporte de hierro.
Así mismo todos los gonococos y meningococos producen una
proteasa que reconoce como único sustrato el suero y la IgAl secretora <Mulks y
Plant, 1978>. Son enzimas proteolíticas que inactivan a la subclase IgAl de la
fracción IgA, que representa el principal tipo de anticuerpos encontrados en
membranas mucosas. Esta inactivación podría constituir un paso más en la
patogénesis de la infección gonocócica <Hook y Holmes, 1995>.
2.2 Métodos de caracterización de las cepas de N. gonorrhoeae
2.2.1 Auxotipia
La auxotipia ha sido el primer método utilizado para tipar las cepas
de gonococo; fue desarrollada por Catlin en 1973.
Consiste en el empleo de un medio químicamente definido libre de
proteínas en el que se omite la adición de aminoácidos <por ejemplo prolina,
arginina o metionina>, bases nitrogenadas (como uracilo e hipoxantina> y/o
vitaminas como tiamina, de forma que al examinar si se produce crecimiento de
los gonococos es posible clasificarlos en distintos grupos <auxotipos> de acuerdo
a sus requerimientos nutricionales. En la Tabla III se describen los auxotipos
definidos actualmente.
El auxotipo al que pertenece una cepa se expresa de la siguiente
forma: por ejemplo. Pro- son cepas que requieren prolina para su crecimiento; Arg’
/HyK/Ura cepas que requieren arginina, hipoxantina y uracilo. Las cepas que no
presentan ningún requerimiento para su crecimiento se denominan prototréficas
<Prototr. o Cero).
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Existen determinadas característicasespecificas de las cepas que se
encuentran asociadas con ciertos auxotipos. por ejemplo, cepas no productoras de
penicilinasa <no-NGPP> ArgJHyxiUra <AHU>, son muy susceptibles a penicilina
<Knapp y cols., 1984> y más resistentes a la acción bactericida del suero normal
humano. Este tipo de cepas se aislan significativamente más a menudo en
pacientes con infección gonocócica diseminada o en casos asintomáticos (Knapp
y Holmes, 1975>.
Así mismo se han descrito variaciones geográficas y temporales en
cuanto a la distribución de auxotipos <Bygdeman y cola., 1981>; se han
demostrado igualmente correlaciones entre determinados auxotipos y algunas
serovariedades, y el perfil plásmidico <en las cepas productoras de penicilinasa)
<Dillon y cols., 1987>, incluso se ha documentado la existencia de correlación entre
ciertos auxotipos y el sexo o hábito sexual de los pacientes <Backman y cols.,
1985>.
La auxotipia debe emplearse siempre en combinación con otros
marcadores, especialmente la serotipia, debido a que normalmente sólo se
encuentra un número reducido de auxotipos en las cepas circulantes. La utilización
de la auxotipia ¡unto con la clasificación serológica, aumenta notablementeel poder
discriminatorio de las cepas de gonococo.
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TABLA III. AUXOTIPOS DESCRITOS EN NEXSSERXA GONORREORAR
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TABLA ¡lIC continuación






















Pro: Prolina; Arg: Arginina; Met: Metionina; Thi: Tiamina; Thp:
Pirofosfato de Tiamina; Hyx: Hipoxantina; Ura: Uracilo; Lys: Lisina;
His: Histidina; Leu: Leucina; Arr: cepas que no crecen en ausencia de
Arginina, pera que lo hacen en presencia de Ornitina; nd:no
determinado; V: mezcla de vitaminas <Tiamina, colina, inositol,
biotina, etc.>; THPP: Pirofosfato de tiamina.
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2.2.2 Serotipia
Sandstr8m y Danielsson, en 1980, describieron las bases para la
clasificación serológica de los gonococos utilizando un método de coaglutinación.
Empleando anticuerpos antigonocócicos policlonales de conejo dividieron a los
gonococos en tres grandes grupos denominados WI, WII y WIII, basándose en las
diferencias antigénicas de la Proteína 1 (Pl) de la membrana externa.
Sandstrdm y cols., en 1982, utilizando el mapeado de péptidos
definieron dos moleculas principales de la Pl a las que denominaron A y E. Las
cepas del serogrupo WI poseían antígenos de Pl/A, mientras que las cepas de los
serogrupos WII y WIII tenían antígenos de Pl/E.
Tamy cola., en 1992, desarrollaron anticuerpos monoclonales frente
a epitopos de Pl/A y PI/B respectivamente. La mayoría de las cepas de los
serogrupos WI y WII/lll reaccionaban con más de uno de los monoclonales frente
a Pl/A y Pl/E.
En la actualidad existen dos esquemas de clasificación serológica
descritos en la Tabla IV: en el esquema 1 se utiliza un panel de 6 anticuerpos
monoclonales frente a la proteína lA y otros 6 frente a la proteína IB (Knapp y
cols.. 1994: Bygdeman y cols., 1985). En el esquema 2 se emplea un panel de 5
anticuerpos monoclonales frente a la PíA y 9 frente a la PIE, lo cual permite
caracterizar un total de 13 serovariedades entre la PíA y 51 entre las cepas PIE
<Sandstrdm y cols., 1985).
El modelo de reacción observado con una cepa en particular se
denomina serovariedad.
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TABLA IV. ESQUEMAS DE CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LAS
CEPAS DE NEISS.ERIA GONORRHOEAE
ESQUEMA 2.
SEROVARIEDADES ANTICUERPOS MONOCLONALES
FRENTE A LA PROTEíNA lA
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a, b: Nomenclatura empleada para denominar las serovariedades
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Muchas cepas de Al. gonorrhoeae poseen un plésmido conjugativo
de 24.5 Megadaltons <Md), el cual puede transferir por conjugación, otros
plásmidos no transferibles <Siswas y cols.. 1990>.
Un elevado número de gonococos poseen un plásmido <Pc’) que
codifica la producción de un tipo de fl-lactamasa (penicilinasa> llamada TEM-1.
Estas cepas productoras de penicilinasa se denominan NGPP. Se han descrito 5
plásmidos que codifican la producción de $-lactamasa: el plásmido de 3.2 Md
“Africano”, el de 3.05 Md “Toronto” y el de 2.9 Md “Rio” podrían haberse
formado por delecciones del plásmido de 4.4 Md “Asiático”. El plásmido de 4.0
Md “Nimes” parece provenir de la inserción de un fragmento en el plásmido de
3.2 Md. <Knapp y cols., 1990>. Como puede observarse <Figura 1) presentan una
estrecha relación entre sí; igualmente están muy relacionados con plásmidos
similares encontrados en ciertas especies de Haemophilus. incluyendo H. ducreyi
<Anderson y cols., 1984>. De hecho hay autores que defienden la hipótesis de que
los gonococos adquirieron el plásmido Pc’ de U. ducreyí <Anderson y cols., 1994>.
Los plásmidos Pc’ son normalmente transferidos a otros gonococos
por el plásmido conjugativo de 24.5 Md.
Los gonococos que poseen un plásmido de 25.2Md que codifica para
resistencia a tetraciclina, transportan el plásmido conjugativo de 24.5 Md en el
cual se ha insertado el transposon tetM <Morse y cols., 1986>; sin embargo hay
autores que discrepan, argumentando que la ruta evolutiva de ese plásmido de
25.2 Md haya sido por transposición del determinante tetM desde un organismo
donante <probablemente un estreptococo> a un plásmido con¡ugativo de un
huésped intermediario: o bien que el determinante tetM se haya asociado con el
plásmido progenitor por recombinación en lugar de por transposición <Gascoyne
y cols., 1990).
El determinante tetM también confiere resistencia a tetraciclina a
otras bacterias, incluyendo algunas especies de Sereptococcus, Mycap/asma y
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varios microorganismos genitales, tales como Gardnerella vagina/ls y Ureaplasma
urealyticum <Roberts y cols., 1979>.
Finalmente, la mayoría de los gonococos contienen un plásmido
criptico de 2.6 Md, cuya función se desconoce por el momento.
El análisis del perfil plásmidico en N. gonorrhoeae, contribuye a
caracterizar las cepas de gonococo, sobre todo en las NGPP <Fenolí y cols., 1987>.
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3. SENSIBILIDAD DE NEISSERIÁ GONORRHOEÁEA LOS ANTIMICROBIANOS
La evolución de la resistencia a antimicrobianos en Al. gonorrhoeae
tiene implicaciones negativas en el control de la gonorrea.
Generalmente a los pocos años de utilizar en el tratamiento nuevos
agentes antimicrobianos han aparecido cepas resistentes a los mismos. Cepas con
resistencia múltiple cromosómica apenicilina, tetraciclina, eritromicina y cefoxitina,
así como una disminución en la sensibilidad a ceftriaxona, se han descrito en todo
el mundo. También se han detectado, esporádicamente, cepas con altos niveles
de resistencia a espectinomicina. En la tabla V se describen los tipos de resistencia
antimicrobiana en N. gonorrhoeae.


















3.1 Tratamientos antimicrobianos más utilizados frente a la
gonorrea.
En la elección de un tratamiento antibiótico para infección
gonocócica, además de la sensibilidad a los antimicrobianos, hay que tener en
cuenta otros factores, como son , las características farmacocinéticas de los
antibióticos, eficacia en gonorrea no complicada o en las que se producen
complicaciones, eficacia diferencial en base a las diferentes localizaciones
anatómicas que pueden estar afectadas, toxicidad y coste.
Un factor adicional en el tratamiento de la gonorrea y otras
enfermedades de transmisión sexual, es la eficacia potencial del tratamiento en el
caso de infecciones concurrentes.
Historicamente, la sífilis solía acompañar a las infecciones
gonocócicas y todavía sigue jugando un papel importante en algunos paises, sobre
todo, en poblaciones marginales de países industrializados <por ejemplo en varones
homosexualmente activos, drogadictos etc.> <Handsfield. 1990).
Sin embargo la infección más común entre personas heterosexuales,
que coexiste actualmente con la gonorrea en Estados Unidos y Europa, es la
infección por Chlamydia trachomatís. Estudios realizados en las dos últimas
décadas confirman lo anteriormente dicho, ya que los resultados demuestran que
entre un 15-25% de varones heterosexuales y un 35-50% de mujeres con
gonorrea, estaban también infectadas con C. trachomatis (Batteiger y Jones.
1997>. En estos pacientes existe un alto riesgo de que se produzca una uretritis
post-gonocócica o enfermedad inflamatoria pélvica (EIP). si el tratamiento no es
eficaz frente a la infección por clamidias.
En España, sin embargo no se observa esta elevada incidencia en la
infección por clamidias. situándose en un nivel muy bajo <Berrón y cols., 1988>.
Hay que añadir que un elevado número de mujeres con infección
gonocócica, presentan simultáneamente infección por Trichomonas vagina/ls. En
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Africa y otras áreas donde la prevalencia del chancroide es elevado, muchos
pacientes pueden estar infectados por Haemophilus ducreyi en el momento de
presentar infección gonocócica <Hook III y Handsfleld, 1990>.
La recomendacion de la División de Enfermedades de Transmisión
Sexual del Centro para el Control de Enfermedades <CDC>, en cuanto al tratamiento
a seguir, consiste en una dosis única con un antibiótico eficaz para erradicar a Al.
gonorrhoeae. seguida de 7 días de tratamiento con tetraciclina o eritromicina, para
evitar posibles complicaciones por C. trachamatis <CDC. 1999).
En zonas donde la resistencia de Al. gonorrhoeae a antimicrobianos
no es un problema, una dosis única de 4.8 millones de unidades de penicilina
procaína más 1 gramo de probenecid por vía intramuscular o una combinación de
2 gramos de ampicilina o bien 2 gramos de amoxicilina más 1 gramo de prebenecid
por vía oral , da muy buenos resultados; seguido de los 7 días de tratamiento
antibiótico frente a clamidias (CDC, 1997>.
En aquellas zonas geográficas donde existe un indice elevado de
cepas resistentes o bien no se realiza una vigilancia adecuada, el empleo de
ceftriaxona <250 mg> o espectinomicina <2 gr> por vía intramuscular es el
tratamiento adecuado.
El tratamiento con espectinomicina es muy eficaz en la infección
gonocócica no complicada, genital y rectal, sin embargo se muestra sin efecto en
infecciones faríngeas. El empleo de ceftriaxona, en cambio, da buenos resultados
en los tres tipos de infección anteriormente citados.
En 1984, se describió la utilidad en el empleo de una nueva
quinolona. norfloxacína, en el tratamiento de infección gonocócica <Crider y cola..
1984>.
El entusiasmo que suscitó el tratamiento de la gonorrea con las
primeras quinolonas <ácido nalidíxico y rosoxacína>. pronto desapareció debido a
la rápida aparición de cepas resistentes y a los efectos neurotóxicos que se
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producían <Dallabetta y Mook. 1989). Al mismo tiempo otras nuevas quinolonas
<ciprofloxacína, ofloxacína, enoxacína, fleroxicína, etc.) han sido evaluadas en
régimen de dosis única dando resultados prometedores.
Sin embargo, ya ha sido descrita la aparición de cepas resistentes
a quinolonas aisladas en Filipinas <Joyce y cols, 1988), donde la rosoxacína ha
sido ampliamente empleada durante varios años en el tratamiento de la gonorrea;
así mismo en el año 1990, se produce el aislamiento de la primera cepa resistente
a ciprofloxacína en el Reino Unido <Turner y cols., 1990), y posteriormente en
1991 se han descrito también cepas de Al. gonorrhoeae resistentes a
ciprofloxacina <Gransden y cols.. 1991>.
En la Tabla VI se describe el tratamiento recomendado a llevar a
cabo en la infección gonocócica.
3.2 Sensibilidad frente a penicilina
En 1930, se llevó a cabo el primer tratamiento antibiótico frente a
la gonorrea, siendo la sulfanilamida el antibiótico empleado. Sin embargo en 1944
ya se produjeron muchos aislamientos de cepas resistentes a ese antibiótico.
Afortunadamente, en 1943 se publicaron por primera vez los resultados obtenidos
en el tratamiento de la gonorrea con penicilina, con un porcentaje de éxito cercano
al 100% <Mahoney y cola., 1943). siendo desde ese momento el tratamiento de
elección.
Sin embargo a principios de 1950, empezaron a aparecer cepas
resistentes a penicilina, aunque continuó siendo el tratamiento utilizado durante los
siguientes 25 años ya que debido a su gran eficacia y baja toxicidad, permitió ir
aumentando la dosis a fin de superar el incremento de la resistencia a penicilina.
En 1970, entre un 18-90% de los gonococos aislados en diferentes
lugares del mundo habían desarrollado resistencia cromosómica a penicilina
<Sparlirig, 1978).
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TABLA VI. Tratamiento recomendado en infección gonocócica.
TERAPIA RECOMENDADA EN LA GONORREA NO COMPLICADA
ceftriaxona:250 mg 1W
o
Doxiciclina: 100 mg V0 /7dias
o
EspectinomicS¿na:2 gr IN + Tetraciclina HcL:500 mg yO/7d
o O
ciprofloxacin: 500 mg Eritromicina base: 500 mg yo/id
a: Via intramuscular; b: Via oral
* se emplea en pacientes en los que el uso de tetraciclina está
contraindicado <mujeres embarazadas y nUlos>.















114’ o IV/7 días
Ceftriaxona:lgr 124 o IV/1
dosis





a: Vía intravenosa; b: Vta intramuscular
El?: Enfermedad Inflamatoria Pélvica
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En 1972, la dosis recomendada en el tratamiento de la gonorrea, fi
incrementada de 2.4 a 4.8 millones de unidades de penicilina procaína, junto con
la administración de 1 gr de probenecid que aumenta el efecto de la penicilina al
retardar la excreción del antibiótico <CDC, 1972>.
En 1976, se aislan por primera vez, cepas de gonococo con
resistencia a penicilina mediada por plásmidos.
A partir de entonces, y hasta 1979, se produce un aumento gradual
en la incidencia de cepas NGPP. La transmisión endémica de este tipo de cepas se
incrementó gradualmente hasta 1985 y desde entonces la proporción de cepas
NGPP ha aumentado dramaticamente.
3.2.1 Mecanismos de resistencia
Los gonococos presentan dos mecanismos de resistencia frente a
penicilina:
a. Resistencia mediada por plásmidos
b. Resistencia cromosómica
a. Resistencia mediada por plásmidos
Como hemos dicho, la primera vez que se describen cepas de Al.
gonorrhoeae con un alto nivel de penicilina mediada por plásmidos fue en 1976
<Phillips, 1976). Estas cepas presentan un plásmido <Pc’) que codifica la
producción de un tipo de /3-lactamasa llamada TEM-1 y fueron aisladas al mismo
tiempo en el Oeste de Africa, Asia, Europa y Estados Unidos (Roberts y cois..
1977; Perine y cols., 1977>.
Las cepas productoras de penicilinasa <NGPP>, aisladas en el Oeste
de Africa contenían un plásmido. que codificaba para la producción de fi-
lactamasa. de 3.2 Md; mientras que el plásmido contenido en las cepas NGPP
asiáticas era de 4.4 Md.
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Recientemente se han descrito otros plásmidos que codifican la
producción de fl-lactamasa, sin embargo no tienen de momento una amplia
distribución <Embden y cols., 1985: Souby y cols., 1986: Yeung y cols., 1986;
Brett, 1989>.
Estos plásmidos Pc’ normalmente se traspasan de unos gonococos
a otros por conjugación a través del plásmido de transferencia de 24.5 Md.
El mecanismo de acción de la fi-lactamasa, consiste en la hidrólisis
del anillo fl-lactámico de la penicilina, convirtiéndola en un derivado inactivo.
b. Resistencia cromosómica
Este tipo de resistencia es debido a la acumulación de diferentes
mutaciones independientes en el cromosoma, las cuales afectan a la superficie
celular.
Existen 3 loci implicados en la resistencia cromosómica a penicilina
que son penA, penB y mtr <Cannon y Sparling, 1984>.
La mutación en el locus penA tiene como resultado la alteración de
la proteína fijadora de penicilina 2 <PEP 2). con lo que disminuye la afinidad de esta
PSP 2 por la penicilina. Actualmente se conoce que la presencia de un aminoácido
extra <residuo de ácido Aspártico> en la PEP2. el cual no está presente en la PBP2
de las cepas sensibles a penicilina, es la causa de esa baja afinidad (Brannigan y
cols., 1990>.
Las otras dos mutaciones en los loci pens y mtr, tienen como
resultado la alteración de la membrana externa siendo menos permeable a la
entrada de diversos componentes incluyendo la penicilina. Así mismo las
mutaciones en estos loci incrementa la resistencia a antibióticos hidrofóbicos y
tetraciclina respectivamente.
La aparición de este tipo de mutaciones en una cepa sensible tiene
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como consecuencia un incremento en la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI>
de penicilina desde 0.1 hasta 2-4pg/ml.
3.2.2 Distribución geográfica de las cepas resistentes
En Estados Unidos el número de cepas NGPP se ha ido
incrementando desde 1976, habiéndose declarado este tipo de cepas en todos los
Estados. En 1988, en el sur de Florida y New York, la prevalencia de NGPP
excedía el 33 y 10% respectivamente <CDC, 1997). A nivel nacional el número de
aislados NGPP en 1989 era del 7,4% <CDC, 1990). Así mismo en 1987 el 13%
de los aislados en los que no se detecta resistencia plasmidica a penicilina
presentaban resistencia cromosómica a este antibiótico <CDC, 1997>.
En Canadá. también hay un aumento drástico en la tasa de
incidencia a partir de 1960, estabilizandose en 1976 y empieza a disminuir a partir
de 1981.
En el Reino Unido la incidencia de las cepas NGPP, ha aumentado
hasta 1983, disminuyendo posteriormente. Sin embargo el porcentaje de cepas
con resistencia cromosómica a penicilina ha aumentado desde un 6% en 1985
hasta un 10.6% en 1988 (Ison y cols.. 1990>.
En Holanda la prevalencia de cepas no-NGPP entre 1983-1986 fue
de un 14% <van Klingeren y cols.. 1988>. siendo hasta hace poco el país europeo
con mas alta incidencia de cepas NGPP <van Klingeren y cols.. 1985>.
En los Paises Nórdicos la incidencia de NGPP es bastante baja,
encontrándose en torno al 1 % con respecto al total de casos.
En un estudio realizado en Senegal la proporción de gonococos
resistentes a penicilina, aumenta de 18 a 46%, en el periodo de 1982-1986 <Lind
y cols., 1991>.
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En España. se ha producido también un incremento en la incidencia
de cepas NGPP, como se pone de manifiesto en un trabajo presentado en la VII
Reunión Nacional del Grupo Español para la Investigación de las Enfermedades de
Transmisión sexual <Noguefra y cols., 1990>. Desde 1983-1990 la incidencia de
cepas resistentes a penicilina por mutación cromosómica. ha sido importante; en
1990 el número de cepas no-NGPP disminuye debido probablemente a una menor
utilización de penicilina en el tratamiento de la infección gonocócica, aunque es
necesario observar si esta baja frecuencia de aislados no-NGPP se mantiene.
3.3 Sensibilidad frente a Tetraciclina
3.3.1 Mecanismos de Resistencia
La resistencia a Tetraciclina también se ha incrementado en los
últimos años y es debida, por un lado al efecto aditivo de varias mutaciones
cromosómicas o bien a la adquisición de plásmidos.
Los loci cromosómicos que intervienen en este tipo de resistencia
han sido designados penB, mtr y tet, dos de éstos, como ya hemos dicho, están
involucrados también en la resistencia cromosómica a penicilina. El resultado es
un incremento en la CMI a tetraciclina de 0.25 a 2-4 pglml <Cannon y Sparling.
1984>.
El mecanismo de resistencia a tetraciclina se basa en la producción
de un aumento de permeabilidad de la membrana celular, que impediría por un
mecanismo continuado de entrada y salida, alcanzar en el interior concentraciones
útiles para ejercer su acción.
Un más alto nivel de resistencia a tetraciclina (CMI ~ 16 pg/ml). se
encuentra en los gonococos que contienen un plásmido de 25.2 Md, que parece
ser un derivado del plésmido conjugativo de 24.5 Md, como ya se mencionó
previamente.
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El plásmido Tc’ contiene el determinante tetM en una posición en la
que no se inactiva la función del plásmido conjugativo, con lo que los gonococos
T« pueden transferir este plásmido, así como los plásmidos Pc’, a otros
gonococos. Incluso la transferencia de plásmidos entre gonococo y otras especies
del género Aleisseria, resulta ser más eficaz cuando es este plásmido el implicado
<Roberts y Knapp, 1988>.
El mecanismo de resistencia mediado por tetM, implica la producción
de una proteína citoplásmica que proteje a los ribosomas de la acción de la
tetraciclina <Tartaglione y Russo, 1990).
3.3.2 Distribución gegráfica de la resistencia a Tetraciclina
La primera vez que se describieron cepas de gonococo con alto nivel
de resistencia a tetraciclina, mediada por plásmidos. fue en Estados Unidos en
1985. La prevalencia de cepas de Al. gonorrhaeae resistentes a tetraciclina <NGRT).
varia geograficamente: presentandose sin embargo una amplia distribución (CDC,
1987>.
En Holanda el 10% de los gonococos aislados entre 1985-1 986
presentaban resistencia cromosómica a tetraciclina (van Klingeren y cols.. 1988)
y alrededor del 9% de las cepas NGPP y el 5% de las no-NGPP, en 1988, eran
además NGRT con resistencia plasmídica <van Kligeren y cols., 1989>.
También se han descrito cepas de Al. gonorrhoeae con resistencia
plasmídica a tetraciclina en el Reino Unido (Waugh y cols.. 1988> y en Francia
<Casin y cols., 1989>.
Los más altos niveles de resistencia plasmídica a tetraciclina han
sido descritos en Estados Unidos, en concreto en el área de Baltimore, donde entre
un 15-20% de los aislamientos llevados a cabo desde 1986 a 1988 fueron NGRT:
así mismo el 48% de los gonococos aislados sin ningún tipo de resistencia
plasmídica presentaban resistencia cromosómica a este antibiótico <CDC, 1987>.
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La tasa de cepas NGRT a nivel nacional en 1989 es de un 4.9% <CDC, 1990>.
En Canadá, entre 1986 y 1987, las cepas NGRT representaban el
2% de los aislamientos realizados <Dillon y Carballo, 1989>.
En España existe una elevada incidencia de cepas de Al.gonorrhoeae
resistentes a tetraciclina <Nogueira y cols., 1990>. Aunque desde 1983-1 990 el
número de cepas con resistencia cromosómica ha ido disminuyendo, en 1990 el
porcentaje de este tipo de aislados aún es del 19.1%. En 1990 se describe por
primera vez en España una cepa de gonococo con resistencia plasmídica a
tetraciclina <Vázquez y cols.. 1990).
3.4 Sensibilidad frente a Espectinomicina
3.4.1 Mecanismos de Resistencia
Durante muchos años, han sido muy pocos los casos descritos de
cepas resistentes a espectinomicina (Spcl, pero en aquellas zonas geográficas
donde este antibiótico se ha empleado muy frecuentemente a causa de la
prevalencia de cepas Pc’, los aislamientos de Al. gonorrhoeae resistentes a
espectinomicir’¡a <Spc> son más habituales <Boslego y cols., 1987>.
La resistencia Spc es debida normalmente a mutaciones
cromosómicas que afectan a la subunidad ribosómica SOs.
3.4.2 Distribución geográfica de la resistencia a
espectinomicina
En Corea. y debido a la alta tasa de cepas NGPP. se impuso como
tratamiento antibiótico, a partir de 1981 la espectinomicina; en 1987, fue descrito
un brote de gonorrea producido por gonococos con un alto nivel de resistencia a
espectinomicina (Boslego y cols., 1987>.
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La investigación de dicho brote puso en evidencia el efecto que la
presión selectiva antimicrobiana habla producido en el desarrollo de la resistencia
a este antibiótico.
En Estados Unidos, se han descrito casos esporádicos de gonococos
resistentes a espectinomicina, no siendo muy habituales este tipo de cepas (Ison
y cola., 1983).
En España no se han descrito cepas con resistencia cromosómica e
espectinomicina <Vázquez, 1991).
3.5 Sensibilidad frente a cefalosporinas
3.5.1 Mecanismos de resistencia
El mecanismo de resistencia a cefalosporinas, es similar al descrito
para penicilina, incluyendo mutación cromosómica y resistencia mediada por
plásmidos. Los plásmidos pueden codificar la producción de enzimas que destruyen
las cefalosporinas.
A diferencia de las NGPP, los gonococos resistentes a penicilina por
mutación cromosómica presentan también una disminución en la sensibilidad a
cefalosporinas (Whittington y Knapp.. 1988>.
Las mutaciones responsables de la resistencia cromosómica a
penicilina (pen A, Pen a y mtr). producen así mismo una reducción en la
sensibilidad a las cefalosporinas de segunda y tercerageneración. Ha sido descrita
la estrecha relación que existe entre la resistencia cromosómica a penicilina y la
aparición de baja sensibilidad a cefuroxima en aislados clínicos no-NGPP <Ison y
cols.. 1990>.
De momento no se han descrito en Al. gonorrhoeae lactamasas que
inactiven a las cefalosporinas.
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3.5.2 Distribución geográfica de la resistencia a
cefalosporinas
Por el momento no se han descrito casos de cepas cuya resistencia
a ceftriaxona haya producido fallo terapeútico. Sin embargo, se han descrito
fracasos terapéuticos por la aparición de cepas con resistencia cromosómica a
cefalosporinas de segunda generación (Rice ycols., 1986>; con lo cual y por lo
dicho anteriormente, el uso en el tratamiento de la gonorrea de cefalosporinas de
segunda y tercera generación, podría ejercer una presión selectiva produciéndose
un incremento en la prevalencia de las cepas no-NGPP.
En España no se han aislado cepas de gonococo resistentes a
cefalosporinas. Sin embargo si se han producido un abundante número de
aislamientos con sensibilidad disminuida a cefoxitina <Vázquez, 1991>.
3.6 Sensibilidad frente a quinolonas
3.6.1 Mecanismos de resistencia
El mecanismo de resistencia a las quinolonas consiste en la inhibición
de la subunidad A de la enzima ADN girasa. esencial en la replicación del ADN.
3.6.2 Distribución geográfica de la resistencia a quinolonas
En 1984. se describió la utilidad del empleo de norfloxacína en el
tratamiento de la infección gonocócica.
Sin embargo, como ya hemos dicho anteriormente, aparecieron
rápidamente cepas resistentes, además de los efectos secundarios nocivos que su
uso producía.
Se han realizado evaluaciones de tratamiento de la gonorrea
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empleando las nuevas quinolonas (ciprofloxacína. ofloxacína, enoxacína, etc.>.
aunque los resultados obtenidos eran prometedores <Dallabetta y Hook, ¶ 999>, ya
en 1990, se aisla la primera cepa resistente a ciprofloxacina en el Reino Unido
<Turner y cols., 1990), y en 1991 también en el Reino Unido se describe el
aislamiento de 23 cepas resistentes a ciprofloxacina <Gransden y cols.. 1991>.
OBJETIVOS
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Neisseria gonorrhoeae es el agente etiológico de la gonorrea cuyas
manifestacionesclínicas más frecuentes son uretritis, cervicitis, salpingitis, artritis,
etc. Está estrechamente relacionado con Al. meningitidis agente causal de la
meningitis cerebroespinal epidémica, presentando así mismo una relación
relativamente próxima con Al. lactamica que se comporta como patógeno
oportunista.
Las relaciones entre los miembros de la Familia Ale¡sseriaceae han
sido estudiadas llevando a cabo la aplicación de una seña de marcadores como la
hibridación de ADN. composición de bases de ADN, comparación inmunológica de
proteínas, perfiles bioquímicos y transformación entre las distintas especies que
la componen. Aunque estos métodos han permitido una redefinición de la
estructura taxonómica de esta Familia, permanecen aún muchas cuestiones por
resolver.
N. gonorrhoeae es un microorganismo muy sensible a los
antimicrobianos. cuando se compara con otras bacterias Gram negativas. Sin
embargo, el tratamiento de la infección gonocócica en tos últimos años se ha ido
haciendo más complicado debido por un lado a la adquisición de diversos
plásmidos en la especie que codifican para altos niveles de resistencia y por otro
lado, por el aumento de cepas resistentes a penicilina por mutación cromosómica,
en donde se encuentran implicados los loci pen A, pen B y mtr. Las mutaciones en
los loci pen B y mtr producen una alteración de la membrana externa haciendo que
sea menos permeable y evitando así la entrada de la penicilina, incrementándose
así mismo la resistencia a antibióticos hidrofóbicos y tetraciclina respectivamente.
La aplicación de marcadores fenotípicos ha permitido a algunos
autores establecer asociaciones entre determinados tipos de cepas y la resistencia
a antimicrobianos. Así mismo, el análisis de los resultados que se obtienen al
aplicar estos marcadores ha sido de gran utilidad en el estudio de brotes y en el
conocimiento de las cepas circulantes.
Nuestro estudio pretende, por un lado, analizar la ubicación de la
especie Al. gonorrhoeae dentro del género Neisseria, realizando un estudio de
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polimorfismo enzimático en las diferentes especies que componen dicho género y
por otro lado, tratar de aportar datos acerca de la evolución filogenética que ha
tenido lugar entre las especies.
A partir de 1983, en el laboratorio de E.T.S del Centro Nacional de
Microbiología, se han aplicado diferentes marcadores epiderniológicos con el fin de
caracterizar las cepas de gonococos recibidas de distintas Comunidades
Autónomas.
La aplicación de un único marcador no discrimina más que un
número reducido de cepas, por lo que el empleo conjunto de serotipia, auxotipia
y plasmidotipia se hace necesario.
De esta forma empleando las técnicas de tipificación antes
mencionadas, a lo largo de los 9 años analizados, podríamos obtener una
perspectiva global del tipo de cepas de gonococo más frecuente en nuestro país,
así como investigar la evolución de sensibilidad a antimicrobianos durante ese
periodo de tiempo.
En los últimos años, se ha descrito la utilidad de la electroforésis de
isoenzimas aplicada en cepas de diferentes especies bacterianas; de estos estudios
se han obtenido conclusiones interesantes en cuanto a la estructura genética de
poblaciones así como a la variación genética que han experimentado dichas
poblaciones.
Los estudios que hemos realizado van encaminados a conseguir los
siguientes objetivos:
1. Ubicación de la especie N. ganarrhoeae dentro del género
Aleisseria. así como analizar la evolución genética que han experimentado las
diferentes especies que forman el género.
2. Estudiar la sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de
gonococo recibidas en nuestro laboratorio desde 1983 hasta 1991.
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3. Determinar las posibles relaciones que puedan existir entre los
marcadores fenotípicos <Auxotipia, Serovariedades y Plasmidotipia>, que se utilizan
en la caracerización de las cepas de gonococo.
4. Realizar un estudio de polimorfismo enzimático en cepas de
gonococo productoras de fi-lactamasa.
6. Analizar las relaciones genéticas entre cepas de gonococo no
productoras de penicilinasa, aplicando la electroforésis de isoenzimas.
6. Establecer el tipo de relación que se presenta al aplicar los
marcadores fenotipicos y genotipicos en el grupo de cepas de gonococo no
productoras de fi-lactamasa.
7. Analizar si la resistencia a penicilina y/o tetraciclina se encuentra
ligada a uno o a varios clones de la población de gonococos en nuestro país
mediante la aplicación del análisis multienzimático.
MATERIAL Y METODOS
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1. CEPAS DEL. GENERO NEISSERIA
Las cepas utilizadas en este estudio las dividimos en dos grupos:
a) Cepas de Al. gonorrhoeae
b> Cepas de otras especies del género Aleisseria
¶ .1 Cepas de Ne¡sseria gonorrhoeae
1.1.1 Procedencia de las cepas
Las cepas de gonococo que hemos empleado las podemos agrupar
en cepas control o de referencia y cepas aisladas de enfermos con infección
gonocócica.
a) Cepas control o de referencia
Estas cepas se han utilizado como controles en los diferentes
ensayos realizados. En total se han empleado 19 cepas, agrupadas de la siguiente
forma:































- Cenas natrón de Plásmidos
PATRON DE PLASMIDOS PROCEDENCIA
¡y. gonorrnoeae
6016 24.5Md + 4.EMd + 2.6Md Dr Knut
6395 24.EMd + 4.EMd + 2.6Md Dr Knut
5449 3.2Md + 2.6Md Dr Knut
* Dr Knut Lincoln, University de Gdteborg, Suecia
- Cenas natrón de serotinia
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b> Cepas aisladas de enfermos
En total se han estudiado 360 cepas de gonococo aisladas de
enfermos con infección gonocócica enviadas a nuestro laboratorio para referencia
desde 1983 hasta 1991: se han incluido 40 cepas por año en el periodo de tiempo
señalado, de las cuales 20 eran cepas sensibles a penicilina y las otras 20
presentaban resistencia cromosómica a dicho antibiótico.
1.1.2 Transporte, crecimiento y conservación de las cepas
Las cepas recibidas en nuestro laboratorio para referencia fueron
enviadas por diversos laboratorios microbiológicos de diferentes Comunidades
Autónomas.
En el laboratorio de origen, las cepas se sembraron en un agar
chocolate en placa o en tubo de tapón de rosca, se incubaron 18-24 horas a 35-
370 C con un 5% de CO,, y se enviaron entonces por correo.
Cuando las cepas llegaban a nuestro laboratorio, se realizaba
inmediatamente un pase a una placa de medio OC que consiste en un agar base
GC (Difco) en una proporción de 36 gr/l., más un suplemento de enriquecimiento
al 1% que consiste en:
- Glucosa <Sigma) 40 gr
- L-Glutamina (Sigma> 1 gr
- Fe(N03)3.9 H,O <Sigma> 50 mgr
- Solución THPP 0.44 ml
- H,O destilada hasta 100 ml
La solución THPP se realizó con los siguientes componentes:
- Pirofosfato de Tiamina-CI <Sigma) 115 mg
- H,O destilada 25 ml
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Este suplemento puede filtrarse y distribuirse en viales a razón de 5 ml y
mantenerse congelado a ~15~C hasta 4 meses.
Después de realizar el pase, las placas de GC eran incubadas 24-48
horas a 370 C con 5% de CO2, junto con el tubo o la placa en que se habla
realizado el transporte. Si el crecimiento en la placa de GC es un cultivo puro de
gonococo, se realizan las pruebas de confirmación que veremos más adelante y se
conservan a ~7O~C en una solución de 7 partes de caldo de triptona y soja CD¡fco)
y 3 de glicerol <Merck> en un congelador de nieve carbónica. En caso de que el
cultivo se encuentre contaminado con otros microorganismos se realiza un nuevo
pase, bien de la placa de GC o bien del tubo o placa en que fue transportado, a
una placa de medio selectivo (Thayer-Martin>. Una vez que se ha producido el
aislamiento de la cepa se procede como hemos dicho anteriormente.
¶ .2 Otras cepas del género Ne¡sseria
Al igual que en el apartado 1.1. las cepas utilizadas en este estudio
las agrupamos en cepas patrón y cepas aisladas de enfermos y/o portadores.
1.2.1 Procedencia de las cepas
a> Cepas patrón
Las cepas patrón que hemos empleado pertenecían a diferentes




































a> ATCC: American Type Culture Colloction
Dr RJo.j. Instituto Pasteur. Perla, Francia
Dr AIbe,t, Centre Coflaborateur OMS.. Marsella. Francia
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b> Cepas aisladas de enfermos y/o portadores
Cenas de Al. oolvsaccharea
Se han estudiado 19 cepas de Al. palysaccharea, aisladas de nasofaringe
de portadores, en encuestas realizadas en nuestro laboratorio de diferentes
Comunidades Autónomas y en diferentes años.
Cecas de Al. lactamica
En el estudio hemos incluido 17 cepas de Al. ¡adam/ca, de las cuales 16
fueron aisladas de nasofarinfe de portadores y 1 cepa aislada de exudado vaginal.
Cecas de Al. mucosa
Se han incluido seis cepas de Al. mucosa, de las que 4 han sido aisladas de
sangre de enfermos, y 2 de nasotarínge de portadores.
Cecas de Al. cinerea
En el estudio hemos empleado 6 cepas de Al. cinerea, aisladas de diferentes
localizaciones como son: nasofarínge. abceso tirogloso. cuello uterino y placenta.
Cenas de Al. nerfiava/sicca
Se han incluido 16 cepas de Al. per//ava/sicce de las cuales 14 se han
aislado de nasofarínge de portadores y 2 de líquido cefalorraquideo de enfermos.
Cenas de N. meninaitidis
Se han incluido 20 cepas de Al. meningitidis con las siguientes
características:
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N0 CEPA Localización Serogrupo Serotipo/Subtipo
7318 EN~ Z 5,12
8007 sangre c 2b
7558 Esputo X 12
7813 sangre Y NT’
7584 EN? Z 5
7937 Lcr A 15:21.10
8010 LCR C 2a
8018 LCR 2 4:21.15
8030 LCR 8 4:21.15
8028 LCR 8 4:21.9
8031 sangre a 4:21.1,7
8036 sangre c 2b
8035 EN? 292 NT 21.16
8264 EN? C 2a
8266 sangre c 2b
8271 C NT
8251 LCR c 2b:Pl.1,2
8255 EN? 8 4:21.15
8272 EN? C NT
8263 EN? E 4:21.15
a) Ef’W: Exudado nasofaríngeo
b) NT: No Tipable
o) LCR: Lfquido cefalorraquldeo
1.2.2 Transporte, crecimiento y conservación de las cepas
Las cepas fueron enviadas a nuestro laboratorio de diferentes
laboratorios de diversas Comunidades Autónomas. El medio de transporte fue agar
sangre en placas o bien un medio de transporte consistente en una parte de caldo
Eugon <Difco) y tres partes de huevo coagulado. Este medio permite una mayor
viabilidad de las cepas y fue suministrado por nuestro laboratorio en tubos con
tapón de rosca a los laboratorios que lo solicitaron.
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Todas las cepas recibidas, se sembraron en placas de agar Muller-
Hinton con sangre de carnero aL 5%, y en placas de este mismo medio a las que
se añadía una mezcla inhibitoria <CNV) que está formada por: Colistina (750
pg/ml>, Nistatina <1250 U/mí> y Vancomicina <3 pg/ml), con lo que se consigue un
medio selectivo para neiserias patógenas, Al. lactamica y Al. polysaccharea. Los
ingredientes por medio fueron:
Agar Muller-Hinton 19 ml
Sangre de carnero 1 ml
CNV 0.2 ml
Todas las cepas después de sembrarlas en los medios descritos, eran
incubadas 24 horas a 370 C en atmósfera de CO2 al 5% y fueron conservadas a -
700 C en leche descremada (Difco> y/o liofilizadas en ese mismo medio.
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2. PRUEBAS DE IDENTIFICACION Y CONFIRMACION
2.1 Prueba citocromo-oxidasa
Todas las especies del género Aleisseria presentan actividad de
oxidasa.
El procedimiento llevado a cabo para detectar dicha actividad
<MorelIa y Bohnhoff, 1980>, consiste en la impregnación de una tira de papel de
filtro con una solución al 1% de hidrocloruro de tetrametil-parafenilendiamina
<Difco>, a continuación se realiza la extensión de una colonia de una placa incubada
24 horas en la tira de papel, apareciendo en pocos segundos un ennegrecimiento
en caso de que la prueba sea positiva.
El reactivo deberá prepararse a diario a partir de una solución stock
producida con anterioridad.
Solución stock
Tetrametil-parafenilendiamina (Difco> 1 gr
H20 destilada 4 ml
Etanol <Merck) 96 ml
Esta solución debe almacenarse en oscuridad.
Solución de USO
Se mezcla una parte de la solución stock con dos partes de agua
destilada.
2.2 Prueba de la catalasa
A excepción deN. elangata, el resto de las neiserias tienen actividad
de catalasa.
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El método consiste en la cojocación en un portaobjetos de una gota
de >~t2O2 al 3 %; a continuación con un asa de platino, se toma una colonia de una
placa incubada no más de 24 horas y se pone en la gota. Si la reacción es positiva
se producen burbujas en unos pocos segundos.
2.3 Prueba de superoxol
Consiste en la detección de la actividad de catalasa de las cepas,
pero utilizando H202 al 30%.
Los gonococos producen una reacción típica que permite
diferenciarlos del resto de las neiserias. El procedimiento es el mismo que se realiza
en la prueba de la catalasa; si la colonia a estudiar es de gonococo, se produce
gran profusión de burbujas de una forma instantánea, produciendose la misma
reacción en el resto de las neiserias pero al cabo de unos pocos segundos.
2.4 Utilización de azúcares
El medio utilizado fue el Agar Cisteina-Triptosa (CTA> (Difco), al que
se añaden los azúcares glucosa, maltosa, sacarosa, fructosa o lactosa. Se
disuelven 29.5 gr del medio comercial en 1 litro de agua destilada y se añade el
azúcar correspondiente al 1%, esterilizéndose luego en autoclave a 1 atmósfera
durante 15 minutos <Morello y Bohnhoff. 1980).
El medio se distribuye en tubos a razón de 3 ml.Estos, se inoculan
con un cultivo de no más de 24 horas. El inóculo se realiza en el tercio superior del
medio, incubándose posteriormente a 370 C en ausencia de CO, y en cámara
húmeda, durante un máximo de 5 días, realizando lecturas todos los días.
Una reacción positiva viene dada por el cambio del indicador de pH
(rojo fenol>, que lleva incorporado el CTA. de rojo a amarillo, alrededor de la zona
donde se realizó la inoculación.
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Los distintos patrones que se obtienen en cuanto a la utilización de
azúcares por las distintas neiserias estan reflejados en la Tabla 1.
2.5 Detección de $-galactosidasa
De todas las especies de Aleisseria. sólo en Al. lactamica se detecta
la presencia de este enzima.
Se utiliza una solución 5 mM de Orto-nitrofenilgalactopiranósido <ONPG)
<Sigma> en tampón fosfato pH 6.9, cuya composición es la siguiente:
PO.HNa2 (Merck) 0.15 M 66.6 ml
P04H21< <Merck> 0.15 M 33.3 ml
H,O destilada 900 ml
A partir de una placa incubada no más de 24 horas se realiza una
suspensión densa del microorganismo en 0.5 ml del reactivo, que originalmente es
incoloro; si vira a amarillo, la reacción se considera positiva. Normalmente el
cambio de color se produce en pocos minutos, sin embargo a causa de reacciones
más lentas debe hacerse la lectura a los 30 minutos.
2.6 Detección de y-glutamil-aminipeptidasa
Esta prueba se realiza según el método de Hoke y Vedros, 1982.
A partir de un cultivo de 24 horas en agar sangre, se prepara una
suspensión en buffer fosfato salino <PES> pH 6.9, cuya preparación se ha descrito
anteriormente. El sustrato N-glutamil-$-naftilamida, se solubiliza en NaOH 1 N y se
diluye hasta una concentración final de O.004M en hidrocloruro de hidroximetil-
aminometano, obteniendose un pH de 7.6. Se mezclan 40 pl de la suspensión de
la cepa con 40 pl del sustrato, incubándose una hora en baño a 370 C. A
continuación se añaden 25 pl de reactivo A <tampón 2M tris (hidroximetil>
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hidrocloruro de aminometano. que contiene una solución O.35M de sodio dodecil
sulfato), seguido de 25pl de reactivo E <solución de 3 gr de “fast blue BE” por litro
de metoxietanol).
La lectura se realiza a los 15 minutos, siendo positivas las soluciones
que se colorean de amarillo en ese tiempo.
2.7 Producción de polisacárido de sacarosa
Se preparan placas de agar TSA <Difco> con 5% de sacarosa. Las
cepas a estudiar se siembran en estas placas y se incuban 24 horas a 370 C en
5% de CO2; posteriormente se añaden unas gotas de lugol sobre el crecimiento.
Cuando hay producción de polisacárido las colonias se ennegrecen.
2.8 Coaglutinación
El método de coaglutinación fue descrito por Danielsson y Kronvall
en 1974, para la identificación serológica de Al. gonorrhoeae. Básicamente consiste
en unir anticuerpos de la clase lgG antigonocócicos con una cepa de
Staphilococcus aureus, rica en proteína A. que se une al fragmento Fc de la
inmunoglubulina dejando libre el fragmento Fab. Cuando el antisuero ligado al
estafilococo se mezcla con una suspensión de gonococos, aparece una
aglutinación visible gracias al entramado formado por los estafilococos.
Se ha desarrollado un juego de anticuerpos monoclonales frente a
la proteína 1 de gonococo <Phadebact Monoclonal Cc test: Pharmacia> que permite
realizar la confirmación de las cepas de gonococo y a la vez el serotipado.
Se realiza una suspensión de un cultivo de no más de 24 horas en
un vial que contiene 0.5 ml de tampón fosfato (RES? pH 6.9. El vial se introduce
en un baño de ebullición durante 5 minutos con el fin de evitar problemas de
autoaglutinabilidad y posteriormente se agita en un Mixer (Lab Line) durante 20-30
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segundos.
El juego de antisueros comerciales se presenta con dos viales, uno
con anticuerpos monoclonales frente a la proteína lA y otro frente a la proteína ¡8.
así mismo se proporcionan unas cartulinas provistas de pocillos. Una gota de cada
uno de los dos viales se coloca en dos pocillos separados, a continuación en cada
pocillo se añade una gota de la suspensión de gonococo, y la cartulina se agita
suavemente hasta un máximo de 4 minutos. Una aglutinación en cualquiera de los
dos pocillos se considera positiva para 4V. gonarrhoeae. Normalmente la
aglutinación es visible dentro del primer minuto de agitación de la cartulina.
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3. SEROTIPADO DE LAS CEPAS DE NEISSSRIA GONORRHOEAE
3.1 Serotipia frente a la proteína 1
La serotipia frente a la proteína 1 se realiza con los mismos reactivos
que se emplean en la coaglutinación para confirmación de las cepas <apartado 2.8).
Este método permite diferenciar dos serotipos denominados lA <WI> y IB <WII/WIII).
3.2 Serovariedades
La determinación de serovariedades se efectúa con anticuerpos
monoclonales frente a epítopos diferentes de la proteína 1. suministrados por la Dra
5. Bygdeman (Departamento de Microbiología Clínica, Hudding University Hospital.
Estocolmo, Suecia) gracias a la colaboración de Pharmacia-Diagnostic.
Los anticuerpos monoclonales fueron suministrados ligados a
estafilococo para realizar coaglutinación. Como ya se ha descrito en el apartado
2.2.2, el esquema de serovariedades determiha 13 frente a lA y 51 frente a IB.
Como control se utilizan diluciones de antígenos de serovariedades














El método que se sigue es el mismo que el descrito en el apartado
2.8.
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En un porta-objetos se mezclan 25 pl de la solución de la cepa con
25pl de cada serovariedad, se agita durante 3-4 minutos, al cabo de los cuales se
procede a la lectura.
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4. AUXOTIPADO DE LAS CEPAS DE NEISSERIA GONORRHOEÁE
4.1 Medio completo, quimicamente definido
La composición del medio utilizado para la auxotipia es muy
compleja, y puede verse en la Tabla VII. Se parte fundamentalmente de una serie
de soluciones, muchas de las cuales son almacenadas a 40 C hasta su uso,
realizadas a partir de compuestos químicos que deben ser de un alto grado de
pureza para obtener posteriormente unos resultados fiables.
4.1.1 Preparación de las soluciones
La preparación de cada solución así como su composición se
describe a continuación:
- Solución 1
Se realiza en dos etapas. Primero se hace una solución con:
Acido L-giutámico (Sigma) 13 gr
Acido L-Aspártico (Sigma> 5 gr
letra-acetato disódico de etilendiamina (EDTA)
<Sigma> 37 mg
H20 destilada 900 ml
Esta solución se calienta a 50~ C en un baño con agua. Los
componentes de la solución se van disolviendo lentamente mientras se va
añadiendo NaOH hasta obtener un pH final de 7.2. Una vez disueltos los
componentes citados anteriormente se añaden:
CINa <Sigma> 58 gr
SO.K, <Sigma> 10 gr
CI2Mg.6H20 (Sigma> 4.1 gr
CIH.N (Sigma) 2.2 gr
H20 hasta completar 1000 ml
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Esta solución, una vez realizada, se esteriliza en autoclave a 1210
C durante 20 minutos, y se almacena a 40 C hasta su uso por un máximo de 4
meses.
- Solución 2a
El contenido en 100 ml de agua es:
L-Arginina <Sigma> 1.5 gr
Glicina (Sigma> 250 mg
L-serina <Sigma> 0.5 gr
Esta solución se esteriliza por filtración con membranas estériles de
nitrocelulosa de 0.22 micras de poro (Millipore), y se almacena a 40 C hasta su
uso.
- Solución 2b
El contenido en 100 ml de agua es:
L-leucina <Sigma> 0.9 gr
L-isoleucina (Sigma) 300 mg
L-valina (Sigma) 0.6 gr
Se esteriliza y almacena de la misma forma que la anterior.
- Solución 3
Esta solución se realiza en dos pasos. En primer lugar se prepara una
dilución:
Lactato sódico (Sigma) 10 gr
Glicerol (Sigma) 36.8 gr
Alcohol polivinilico <Sigma) 200 gr
H20 destilada 150 ml
Esta solución se disuelve calentándola en un baño a 1000 C durante
30 minutos. Una vez disuelta, y en caliente, se añade NaOH hasta alcanzar un pH
de 7.3 y agua hasta un volúmen final de 195 ml. Se esteriliza a 1210 C durante 15
minutos y se añaden 5 ml de una solución estéril al 20% <y/y> de Tween 80
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<Sigma>. Se conserva a 40 C hasta su uso.
Solución 4a
Uracilo <Sigma> 200 mg
NaOH SN <Merck) 2 ml
H20 destilada 98 ml
Una vez realizada, esta solución se esteriliza por filtración y se
almacena a 40 C hasta su uso.
- Solución 4b
Hipoxantina (Sigma> 80 mg
Cfi-fiN lamí
H20 destilada 90 ml
Una vez realizada, se esteriliza y se almacena igual que la anterior.
- Solución 5
PO4HK2 <Merck) 34.8 gr
POJ-12K <Merck> 27.2 gr
H20 destilada 2 1
Se esteriliza y se almacena de la misma forma que la anterior.
- Solución 6
Esta solución se realiza en varias etapas. En primer lugar se
disuelven 100 mg de hemina <Sigma) en 4 ml de 2.2’,2”-nitrilotrietanol (Sigma).
Por otro lado, se hace una solución con 100 mg de L-histidina en 96 ml de H20
destilada. A continuación se mezclan estas dos soluciones, y la solución final se
reparte en viales a razón de 0.1 ml por vial. Se esteriliza en autoclave a 1210 C
durante 15 minutos y se almacena hasta su uso a ~20oC.
- Solución 7
Nicotinamida adenina dinucleótido <Sigma).500 mg
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Hidrocloruro de tiamina (Sigma> 250 mg
Pantotenato cálcico <Sigma) 500 mg
1-120 destilada 50 ml
La solución se esteriliza por filtración y se reparte en viales a razón
de 0.5 ml por vial. Se almacena a .200 C hasta su uso.
- Solución 9
L-triptófano (Sigma) 1.6 gr
L-treonina <Sigma) 1 gr
L-afanina <Sigma> 2 gr
L-lisina.CIH (Sigma) 1 gr
L-prolina <Sigma> 1 gr
H20 destilada 200 ml
Una vez preparada se esteriliza por filtración y se guarda a 40 C
hasta su uso.
-Solución 9
L-fenilalanina (Sigma> 1 gr
L-asparagina (Sigma> 1 gr
H20 destilada 200 ml
Una vez hecha, los componentes se disuelven en un baño a 500 C.
a continuación se esteriliza por filtración y se almacena a 40 C hasta su uso.
- Solución 10
Colina (Sigma) 349 mg
Mio-inositol (Sigma> 90 mg
l~l2O destilada 50 ml
- Solución de L-glutamina
1 gr de L-glutamina en 100 ml de >-~2O destilada.
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- Solución de L-histidina
776 mg de L-histidina en 100 ml de H,0 destilada.
- Solución de L-metionina
1.49 gr de L-metionina en 100 ml de H,O destilada.
- Solución de espermina
1.74 gr de tetrahidrocloruro de espermina en 100 ml de H20 destilada.
Solución de bicarbonato sádico
8.4 gr de CO3HNa (Merck) en 100 ml de H20 destilada.
-Solución de dextrosa
20 gr de glucosa <Merck> en 100 ml de 1-1,0 destilada.
- Solución de acetato sádico
34 gr de acetato sódico (Sigma> en 100 ml de H,O destilada.
- Solución de tiamina pirofosfato (TIP)
115 mg de tiamina pirofosfato (Sigma> en 25 ml de 1-4,0 destilada.
- Solución de CI,Ca.2H20
3.68 gr de CI,Ca.2H,O (Merck) en 100 ml de H,O destilada.
- Solución de <NOJ,Fe.9H20
101 mg de nitrato férrico (Sigma) en 25 ml de H,0 destilada.
- Solución de biotina
Se hace una solución saturada de biotina en una solución al 50%
(y/y> de etanol ligeramente acidificada con CIH <pH 3-5). Esta solución no se
esteriliza y se almacena a 40 C hasta su uso.
Las siguientes soluciones se hacen el mismo día en que se vaya a
preparar el medio:
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- Solución de L-tirosina
181.2 mg de L-tirosina (Sigma) en 5 mIde CIH iN y posteriormente en
15 ml de H20 destilada.
- Solución de L-cisteina
350.2 mg de L-cistelna <Sigma) en 4 mg de CIH 1 N y posteriormente en
1 6 ml de H20 destilada.
- Solución de L-cistfna
240.3 mg de L-cistina (Sigma> en 5 ml de CIH 1 N y posteriormente en 15
ml de H20 destilada.
- Solución de ácido oxalacético
200 mg de ácido cis-oxalacético (Sigma> en 100 mi de l~l2O destilada.
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TABLA VII. COMPOSICION DEL MEDIO COMPLETO (NEDA)








Solución de L-tirosina 6
Solución de L-cistetna-CII-l 3.5
Solución de L-cistina 3
Solución de Acido cis-oxalacético.. 100
Solución de NaOH SN hasta un pH de 7.1
Solución 8 10
Solución 9 5
Solución de L-glutamina 5
Solución de L-histidina 2
Solución de L-metionina 1
Solución de espermina 5
Solución de bicarbonato sódico 0.5
Solución de dextrosa 25




Solución de biotina 1
Solución de pirofosfato de tiamina-CIH.0.1
Solución de NaOH iN hasta un pH de 7.4
Agar purificado 500
Solución de CI2Ca.2H20 1
Solución de (N03)3Fe.9H20 1
70
El orden de las soluciones es el mismo que se emplea al preparar el
medio.
4.1.2 Preparación del agar
Ef agar que empleamos es de grado purificado <Difco). No obstante
se ha descrito que puede contener diversos factores de crecimiento que pueden
interferir en los resultados que se obtienen con la auxotipia (Catlin, 1973). Por esta
razón, para eliminar contaminantes solubles en agua el agar se lava suspendiendo
25 gr en 500 ml de agua destilada. A continuación se recoge por centrifugación
a 3000 rpm, desechando el sobrenadante. Este lavado se realiza dos veces y a
continuación se vuelve a lavar suspendiendo el agar en etanol (95%) <Merck) y se
recoge por centrifugación. Este lavado con etanol se realiza dos veces. Finalmente
el agar fue puesto a secar en estufa de 370 C 48-72 horas.
4.2 Medios defectivos
Estos medios difieren del medio completo NEDA, ya visto en el
apartado anterior, ya que se suprimen y/o se añaden diversos componentes. La
composición del juego de los 13 medios defectivos utilizados en la auxotipia puede
verse en la Tabla VIII.
Las diferentes soluciones en las que hay que eliminar algún
componente se preparan de la misma forma que las soluciones completas, y se
añaden al medio en el momento de su preparación. Las 3 soluciones que aparecen
en la Tabla VIII que no aparecen en el medio completo, se esterilizan por filtración
y se guardan a 40 C hasta su uso.
4.3 Inoculación, lectura e interpretación de los resultados
A partir de cultivos en GC de no más de 24 horas, se realizan
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suspensiones en PBS <pH 6.9?. La inoculación en los diferentes medios de
auxotipia se realiza con ayuda de un multirreplicador, excepto en el caso del medio
-V; la inoculación de varias cepas juntas en una misma placa de este medio puede
dar como resultado la aparición de falsos positivos debido a sintrofismo entre las
cepas <Catlin. ¶977>. Por esta razón, las cepas se inocularon cada una en una
placa en este tipo de medio, con ayuda de un ase de platino. Los medios -V+Ti
y -V+Tip sólo fueron inoculados con cepas que previamente no crecieron en el
medio -V; el medio -Arg+Orn sólo fue inoculado con cepas que previamente no
crecieron en el medio -Arg.
Las placas de auxotipia ya inoculadas se incuban a 370 C con 5%
de CO, durante 48 horas, antes de realizar la lectura de las mismas.
Aquellas cepas que no crecen en el medio NEDA. se prueban una vez
más; en caso de que nuevamente no se produzca crecimiento en ese medio, se
consideran como no auxotipables. La lectura del resto de las placas de auxotipia
se realiza asignando a cada cepa un auxotipo determinado, en función de la
presencia o ausencia de crecimiento, según el esquema presentado en la Tabla III.
En cada lote de placas de auxotipia se inoculan cepas de referencia
de auxotipo conocido para asegurar una correcta interpretación de los resultados.
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Sol. 6, 7 y 10
biotina y tiamina
Sol. 6, 7, y 10
biotina y tiamina


































5. ANALISIS DE PLASMIDOS DE NEISSERIA GONORRHOEAE
5.1 Extracción de los plásmidos
Solamente se ha realizado en las cepas de gonococo productoras de
3-lactamasa.
La cepa se inocula en una placa de agar GC con penicilina en una
concentración de 1 mg/l. Tras la incubación a 370 C con un 5% de CO2 durante
18-24 horas, con ayuda de un asa de platino la cepa se resuspende en 50 pl de
TE, pH 8, cuya composición es la siguiente:
Tris-CIH <merck> 1 M 10 ml
EDTA (Sigma> 0.5M 2 ml
H20 destilada hasta 1000 ml
A continuación se añaden 1 5O¡¡l de la solución de lisis, de pH 12.6,
que se describe a continuación:
Tris <Merck> 0.606 gr
H20 destilada 100 ml
SDS 3 gr
Una vez suspendida la cepa en la solución de lisis, se agita suavemente
hasta que se obtiene el lisado del microorganismo (30 segundos>. A continuación
se añade una solución de fenol-cloroformo, se mezcla suavemente y se centrífuga
3 minutos a 15000 rpm en una centrífuga Mikroliter D-7200 <Hettich>. La solución
de fenol-cloroformo se prepara de la siguiente forma:
Fenol <Merck) 500 ml
Cloroformo <Merck) 500 ml
Alcohol isoamílico <Merck) 10 ml
Hidroxiquinoleina 1 gr
H20 destilada estéril 100 ml
Sol. 1OxTNE 100 ml
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Todos estos compuestos se mezclan y se dejan reposar, separando
posteriormente la fase acuosa, que es la que se recoge. A continuación se añaden
100 ml de Sol. 1 x TNE, recogiendo nuevamente la fase acuosa; esta última etapa
se realiza dos veces consecutivas. La solución de fenol-cloroformo se mantiene en
oscuridad hasta su uso.
La composición de la Sol. 10 x TNE y 1 x TNE es:
lx lOx
Tris <Merck) 1M lO ml 100 ml
EDTA <Sigma> O.SM 2 ml 20 ml
CINa <Merck> SM 20 ml 200 ml
H20 hasta 1000 ml 1000 ml
Tras la centrifugación, se recoge el sobrenadante y se le añade el
colorante en una proporción de 1/5. La composición del colorante es:
Glicerol (Merck) en agua al 30%
Azul de bromofenol <Merck> en agua al 0.25%
Xilencianol en agua al 0.25%
5.2 Electroforésis en gel de agarosa
La agarosa <Sigma> se disuelve en tampón TAE en baño a 1000 C en
una proporción de un 0.6%. El tampón TAE se realiza de la siguiente forma:
Se disueiven 60.57 gr de Tris en 700 ml de agua destilada, después
se añade ácido acético glacial (Merck) hasta conseguir un pH de 8. A continuación
se añaden 40 ml de EDTA 0.SM y H20 hasta 1 litro.
Cuando la agarosa ya esta disuelta, se enfría hasta 500 0, se vuelca
entonces sobre una plataforma y se coloca un peine de 12 puntas antes de la
solidificación del gel para formar los pocillos en los que se colocan las muestras.
Una vez que el gel solidifica, se retira el peine y se añaden 10pl de cada muestra
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por pocillo, en dos de los pocillos se ponen dos cepas control.
El gel se introduce en una cubeta de electroforésis GNA-200
<Pharmacia) cubierto con tampón TAE. La electroforésis se realiza con una fuente
de alimentación 2121 (LKB> a 60 voltios y 90 miliamperios durante 3 horas y
media. Transcurrido ese tiempo, el gel se tiñe con bromuro de etidio (Merck>
durante media hora, se lava con agua destilada y se visualiza con ayuda de un
transiluminador de luz ultravioleta.
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6. SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE NEISSERIA GONORRHQEÁS
6.1 Detección de fl-lactamasa
En todas las cepas se ha realizado la detección de $-lactamasa. Se
lleva a cabo con tiras comerciales de celulosa <Oxoid) empleandose el método
conocido como acidométrico en la detección de la enzima.
Para la realización de esta prueba se utiliza un subcultivo en OC de
la cepa, de no más de 24 horas.
Una tira comercial de papel se empapa en agua destilada y a
continuación se extiende sobre un porta-objetos. Un inóculo de al menos 10
colonias se extiende con un asa de platino sobre la tira de papel. Un cambio de
color a amarillo intenso se interpreta como positivo para la producción de 9-
lactamasa. Este cambio de color se produce generalmente entre 1 y 2 minutos
después de extender el inóculo; sin embargo se deja un mínimo de 10 minutos
antes de dar la prueba negativa.
6.2 Concentraciones Mínimas Inhibitorias <CMIs)
6.2.1 Antibióticos
El estudio de la CMI frente a penicilina, espectinomicina, tetraciclina,
cefoxitin y ceftriaxona se ha realizado en todas las cepas. La procedencia de los
antibióticos empleados así como el solvente utilizado en cada caso y las
concentraciones probadas se indican a continuación:
ANTIBIOTICO PROCEDENCIA SOLVENTE CONCENTRACION
Penicilina Antib. S.A. H20 128-0.003 mg/l
Espectinomicina Upjohn H20 64-2 mg/l
Tetraciclina Llorens H,O 8-0.06 mg/l
Cefoxitina Merck Sharp H20 8-0.06 mg/l
Ceftriaxona Roche H20 0.06-7.1O
6mg/l
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Las diluciones de los antibióticos utilizados se preparan siempre a
partir de una solución “madre” que se prepara en el momento de hacer el lote de
placas para el antibiograma. Esta solución “madre” corresponde a una dilución 10
veces mayor que la concentración más alta que se vaya a utilizar, y a partir de ella,
se hacen diluciones medias, hasta obtener el resto de las diluciones.
6.2.2 Medio, inoculación y determinación de la CMI
El medio que se utiliza para las placas de antibióticos es un agar OC
con la siguiente composición:
OC agar base lOmí
Suplemento de crecimiento 0.2 ml
Solución del antibiótico 2 ml
Los lotes de placas siempren se hacen un día antes de su uso,
dejándolas 24 horas a temperatura ambiente.
El inóculo de las cepas de gonococo se realiza a partir de un
subcultivo de 18-24 horas en OC; para lo cual se hace una suspensión en PES de
pH 6.9 de aproximadamente i0~ UFC. Las cepas se inoculan con un
multirreplicador (Microtiter> que deposita 0.001 mí, con lo que el inóculo final sería
de i0~ UFC. Para la inoculación de las placas, se deposita un volumen de cada
suspensión cJe las cepas en los pocillos de una placa de plástico y con ayuda del
multirreplicador se inoculan entre 40 y 50 cepas a la vez en cada prueba. Siempre
se incluye una placa de medio sin antibiótico como control de crecimiento.
Las placas ya inoculadas se dejan secar entre 20 y 30 minutos y
posteriormente se incuban a 370 C con 5% de CO2 entre 18 y 24 horas.
Transcurrido ese tiempo, se realiza la lectura del antibiograma, eligiendo como
concentración mínima inhibitoria aquella en la cual la cepa ya no crece.
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7. ANALISIS DE ISOEFUZ¡MAS
El método que hemos empleado en el estudio de polimorfismo
enzimático ha sido la electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (Selander y cols.. 1986), con algunas modificaciones
obteniéndose una serie de patrones electroforéticos. Este estudio se ha llevado a
cabo en las 16 cepas patrón de distintas especies del género Aleisseria descritas
en el apanado 1.2.1, en las cepas aisladas de enfermos y/o portadores de distintas
especies especificadas en el mismo apartado así como en las 360 cepas de
gonococo aisladas de enfermos.
En este trabajo se ha incluido el estudio de detección de actividad
de los siguientes enzimas:





Glutamato deshidrogenasa <NAD> ODí







7.1 Preparación de los extractos bacterianos
Hemos sembrado 3 placas de agar OC por cada cepa que ibamos a
estudiar. Después de 18-24 horas de incubación a 370 C en atmósfera de 5% de
CO2. con ayuda de un asa de platino se recoge el crecimiente de las 3 placas y se
resuspende en 1 ml de tampón Tris-CIH 10 mM pH 8. A continuación las
suspensiones se agiten vigorosamente en un Mixer CLab Une> durante 1 minuto
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aproximadamente y se someten a congelación a ..200 C durante 48-72 horas,
transcurrido dicho tiempo se descongelan con el fin de producir lisis bacteriana.
Posteriormente y a fin de conseguir un mayor rendimiento en el lisado las muestras
se someten a sonicación en baño <Branson Europa>, después de haber sido
agitadas de nuevo en el Mixer. La sonicación consistió en dos ciclos de 5 minutos
con un intervalo de reposo de 1 minuto entre cada ciclo, esta operación se llevo
a cabo con las suspensiones en baño de hielo para evitar la posible
desnaturalización de los enzimas.
Una vez que todas las muestras se han sonicado, se centrifugan a
15000 rpm en una centrífuga Mikroliter <Hettich> y el sobrenadante se reparte en
tubos Eppendorf a razón de 100 pl en cada tubo, procediendose a su congelación
a .700 C hasta su uso.
7.2 Electroforésis en geles de poliacrilamida
7.2.1 Preparación de los geles
La electroforésis se ha realizado en condiciones no desnaturalizantes
y con geles discontinuos formados por un gel concentrador y un gel separador.
El gel concentrador se ha empleado al 5% de
acrilamida/bisacrilamida al 30% en un tampón tris-CIH O.125M pH 6.8 cuya
composición es la siguiente:
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1.66 ml
Tris-CIH O.5M pH 6.8 2.5 ml
H,O destilada 5.75 ml
La composición de la solución de acrilamida/bisacrilamida al 30% es:
Acrilamida 29.2 gr
NN’metilenbisacrilamida 0.8 gr
l~l2O destilada 100 ml
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Como catalizadores en la polimerización del gel se han empleado
TEMED <N.N,N’,N’ tetrametilendiamina> y persulfato amónico en la siguiente
proporción:
TEMED 1 pl/ml
Persulfato amónico al 10% 7 pl/ml
La concentración del gel separador ha sido deI 8% de
acrilamida/bisacrilamida al 30% en tampón tris-CIH 0.4M pH 8.8 y se realizó de
la siguiente forma:
Acrilamida/bisacrilamida 30% 2.6 ml
Tris-CIH 1.5M pH 8.8 2.6 ml
H20 destilada 4.725 ml
Para la polimerización del gel se añadieron:
TEMED 1.5 pl/ml
Persulfato amónico al 10% 6 pl/ml
La electroforésis se ha llevado a cabo en un equipo Miniprotean II
<Bio-Rad>; inmediatamente después de añadir los catalizadores a la solución del gel
separador se vierte en el soporte del que viene provisto el equipo añadiendo
encima 1 ml de isobutanol (Merck> con el fin de evitar la exposición del gel al
contacto del aire. El tiempo de polimerización es de 45 minutos. Transcurrido ese
tiempo se lava varias veces la superficie del gel con agua destilada para eliminar
el isobutanol y se añade el gel concentrador a la vez que se introduce un peine de
15 puntas a fin de fabricar los pocillos en los que se inoculará la muestra.
7.2.2 Desarrollo de la Electroforésis
Las muestras obtenidas tras la sonicación se diluyen en un tampón
de muestra cuya composición es la siguiente:
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Tris CIH O.SM 6.25 ml
Glicerol 5 ml
H20 destilada 38.75 ml
Dependiendo del enzima a estudiar la dilución que se utiliza es
distinta, siendo necesario hacer diversas pruebas hasta conseguir la más óptima
resolución.
En los pocillos que previamente hemos preparado se inoculan las
muestras poniendo en uno de ellos azul de bromofenol diluido también en tampón
de muestra como control del desarrollo de la electroforésis.
La electroforésis se llevó a cabo aplicando un voltaje constante de
80V hasta que el colorante alcanza el final del gel, lo que transcurre en unas 2-3
horas.
El tampón de electrodos que se ha utilizado es tris-glicina pH 8.3 y
se prepara de la siguiente forma:
1 Ox
Tris base 30 gr
Glicina <Bio-Rad> 144 gr
1-120 destilada 1000 ml
7.3 Tincián de los geles
La tincién de los geles se basa en detectar la actividad enzimática
sobre el gel para lo cual es necesaria la adición de un sustrato, un coenzima y un
indicador de oxido-reducción que da origen a un compuesto coloreado que pueda
ser facilmente visualizado,
Una vez terminada la electroforésis los geles se incuban en una
cubeta de vidrio a 370 C y en oscuridad hasta que aparezcan las bandas lo cual
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tiene lugar entre los 2 a los 30 minutos dependiendo del enzima. A continuación
los geles se lavan con agua destilada varias veces. Las tinciones especificas que
hemos empleado para cada enzima se describen a continuación.
Glucosa 6-Fosfato deshidrogenasa
Glucosa 6-Fosfato (Sigma) 100 mg
Tris-OIR O.2M pH 8 50 ml
CI,Mg O.1M 1 ml
NADP~ 1 ml
Dimetiltiazol-tetrazolium <MTT)<Sigma>.1 ml
Metosulfato de fenazina <PMS><Sigma>.0.5 ml
* Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; esta solución se prepara
disolviendo 1 gr de NADP en 100 ml de agua destilada, se conserva a 40 C.
La solución de Mfl se realiza disolviendo 1.25 gr en 100 mIde agua
y el PMS se prepara con 1 gr en 100 ml de agua: una vez preparadas deben
conservarse a 40 0 y en oscuridad.
Alcohol deshidrogenasa
Etanol <Merck> 3 ml
Isopropanol <Merck> 2 ml




• Nicotinamida adenina dinucleótido; la solución de NAO se prepara
disolviendo 1 gr en 100 ml de agua.
Malato deshidrogenasa
Acido mélico 2M (Sigma) 6 ml





Acido málico 2M 6 ml
Tris-OIR 0.2M pH 8 40 ml






Acido isocítrico 1M <Sigma> 2 ml
Tris-Ch-fi O.2M pl-fi 8 50 ml





Acido L-glutámico <Sigma> 200 mg





Acido L-glutámico 200 mg





Acido L-aspártico (Sigma) 50 mg
Piridoxal 5’-fosfato (Sigma> 1 mg
Acido a-cetoglutárico <Sigma> 100 mg
Tris-CIH 0.2M pH 8 50 ml
Fast Blue BB sal <Sigma) 100 mg
Fosfatasa Alcalina
Acido fi-naftil fosfato <Sigma> 50 mg
Polivinilpirrolidona (Sigma> 100 mg
Tris-OH O.05M pH 8.5 50 ml
CINa 1000 mg
CI2Mg 0.1M 2 ml
CI2Mn 0.25M 2 ml
Fast Blue SS sal (Sigma> 50 mg
Leucina aminopeptidasa
L-leucina-finaftilamida CIX <Sigma> 30 mg
KH2PO4 0.1M pH 5.5 50 ml
CI2Mg 0.1M 1 ml
Black K salt 30 mg
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Fosfoglucomutasa
Glucosa 1-fosfato y Glucosa 1,8 difosfato 5 mg
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa so u
NADP 0.5 mg
Tris-CIH 0.2 M pH 8.0 5 ml
CI2Mg OAM 5 ml




Fructosa 6-fosfato <Sigma> 10 mg
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 3 U
NADP Gmg
Tris-CIH 0.2M pH 8.0 25 ml




Acido 6-fosfoglucónico (Sigma) 10 mg
Tris-CH 0.2M pH 8.0 20 ml




7.4 Lectura e interpretación de los geles
Después de la Unción, los geles fueron secados en un secador de
geles (Bio-Rad> y la lectura de las bandas se realizó visualmente.
Para cada enzima la movilidad relativa de los diferentes patrones
enzimáticos obtenidos <electromorfos> se calcula dividiendo la distancia de
migración desde el origen por la distancia total recorrida por el azul de bromofenol,
el valor resultante se denomina Rm (movilidad relativa>. Los electromorfos se
enumeran en orden creciente en función de su Rm. Los distintos electromorfos de
un enzima se consideran alelos del correspondiente locus génico. A aquellas cepas
en las que en las que no se detecta actividad enzimática, después de haber
repetido la prueba varias veces, se les asigna el valor cero.
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Cada aislamiento se caracteriza por la combinación de electromorfos
en los loci enzimáticos estudiados, dando lugar a los distintos Tipos
electroforéticos <TE>. Por lo tanto cada TE agrupa todas aquellas cepas que
presentan idéntica movilidad electroforética de todos sus enzimas analizados.
Para determinar la diversidad genética en los loci estudiados, es
necesario conocer las frecuencias de los distintos alelos <electromorfos). Estas
frecuencias se calculan a partir del total de lEs encontrados en las cepas
estudiadas. La diversidad genetica en un locus <h) se calcula aplicando la siguiente
fórmula (Nel, 1978):
h = 1-!x2 <n/n-1)
En donde x, es la frecuencia del alelo en el locus, n es el número de
aislados o TE en la muestra estudiada y n/n-1 es un factor de correción que se
emplea en muestras pequeñas. La diversidad genética media es la media aritmética
de todas las diversidades genéticas para los loci ensayados.
7.5 Análisis estadístico de los datos
La distancia genética <O) entre pares de aislados puede expresarse
por diferentes tipos de coeficientes <Nei. 1975). Para el cálculo de la distancia
genética hemos empleado el programa de taxonomía numérica TAXAN
<Information Resources Group, Maryland Bíotechnology Institute, University of
Maryland. College Park, MD 20742 USA>. aplicando el coeficiente de distancia
total; generandose una matriz de distancias que es utilizada por el programa para
realizar el análisis de clusters <agrupamientos> y realizar el diseño de un
dendograma en el que se expresa la distribución de los diferentes TE.
El análisis estadístico de los datos obtenidos en este trabajo se ha
llevado a cabo con ayuda del programa True-Epistat <Epistat Services) mediante
la aplicación de la prueba de É~ el Test exacto de Fisher y el coeficiente de
correlación de Pearson <r>, según los datos que se querían comparar.
RESULTADOS
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1. SENSíBILIDAD A ANTIBIOTíCOS
1.1 Distribución anual de cepas de Al. gonorrlweae con
resistencia.
1.1.1 Sensibilidad a penicilina.
De los 2298 gonococos estudiados, 1899 resultaron ser cepas no
productoras de penicilinasa <82.6 %), mientras que 399 fueron productoras de 9-
lactamasa <17.4 %).
Ceoas no oroductoras de peniciljnasa
En la Tabla IX se pueden observar los resultados de sensibilidad a
penicilina que se han obtenido en las cepas de Al. gonorrhoeae no productoras de
penicilinasa <no-NGPP). La CM190, desde 1983 hasta 1991 ha ido experimentando
variaciones. obteniendose los valores más altos en 1965 y 1991 correspondiendo
con el aumento en esos años del número de aislamientos con resistencia
cromosómica a penicilina. Hay que destacar que en ese periodo de tiempo el valor
de la CM190 más bajo corresponde a 1990. año en el que el número de cepas
resistentes <1-4 pg/ml) fue menor. La CM150 también experimenta oscilaciones
durante estos 9 años, alcanzándose los valores más altos en 1985, 1986 y 1991.
En la Figura 1 se refleja la distribución anual de las cepas con
resistencia cromosómica a penicilina, observándose una incidencia mayor de este
tipo de aislamientos en 1985 y 1991.
El número de cepas con resistencia moderada a penicilina (0.25-0.5
pg/ml>, en el periodo de tiempo estudiado supone un 26.6%. mientras que los
gonococos resistentes (1-4 pg/ml) constituyen el 7.1%.
Ceoas oroductoras de nenicilinasa
En la Tabla IX se pueden observar los resultados de sensibilidad a
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penicilina en las 399 cepas NGPP.
En general la CM190 desde 1983 ha ido aumentando con alguna
pequeña variación, alcanzándose en 1991 el valor más alto. De forma similar han
evolucionado los valores de la CM150. En la Figura 1 se puede apreciar la incidencia
anual de las cepas productoras de 9-lactamasa, observandose como este tipo de
cepas ha ido en aumento con un ligero descenso en 1986, 1988 y 1990,
produciendose un valor del 34.7 % en 1991.
A nivel global en el conjunto de cepas estudiado la CM160 frente a
penicilina fue de 0.10 pg/ml y la CM190 de 16 pg/ml.
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CMI. correspondientes al total de cepas... CMI~ 0.10 CM1 16.0

91
1.1.2 Resistencia a Tetraciclina
En la Tabla X se presentan los resultados de sensibilidad a
tetraciclina encontrados en las 1899 cepas de gonococo no productoras de fi-
lactamasa y las 399 cepas productoras de penicilinasa.
Ceoas no oroductoras de penicilinasa
En el total de aislamientos no-NGPP, el número de cepas con
resistencia a tetraciclina <1-8 pg/ml> supone un 22.7%. A lo largo del periodo de
tiempo estudiado es en 1988 y 1990 donde se obtiene el porcentaje más bajo de
gonococos resistentes a este antibiótico, que supone un 13.2% y un 14.4%
respectivamente, sin embargo es en 1991 donde se produce el número más
elevado de aislamientos de este tipo <33.6 %). Los valores de la CM160 y la CM190
han sufrido ligeras variaciones, situandose a nivel global en el grupo de cepas no
productoras de penicilinasa en 0.26 y 0.87 pg/ml respectivamente.
La distribución anual de las cepas con resistencia a tetraciclina se
puede observar en la Figura 1. Puede observarse en esta figura un paralelismo de
picos entre la resistencia a tetraciclina y a penicilina en los últimos aflos.
CeDas oroductoras de penicilinasa
En el conjunto de las 399 cepas NGPP. encontramos un 42.1% de
cepas con resistencia a tetraciclina, con unos valores de la CM150 y CM190 de 0.44
y 1.20 respectivamente. En 1988 se obtiene el menor número de aislamientos
NGPP con resistencia a este antibiótico <7.7 %>, incrementandose en años
posteriores hasta alcanzar en 1991 el 69.7 %. Desde 1987 los valores de la CM150
inician un descenso hasta 1990, sin embargo en 1991 se produce un importante
incremento alcanzando un valor de 0.85 pg/ml. En los 8 primeros años del estudio
se apreciaba una cierta tendencia a disminuir los valores de la CM190. sin embargo
en 1991 se produce un aumento importante en el valor de la CM190. Los valores
de la CM160 y CM190 en el total de cepas supone un 0.30 y 0.91 pg/ml
respectivamente.
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CMI. correspondIente. .1 total de cepa. ... CMI, 0.30 CMI~ 0.91
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1.1.3 Sensibilidad frente a espectinomicina
Los valores de sensibilidad a espectinomicina encontrados en las
1899 cepas no-NGPP y las 399 NGPP se pueden observar en la Tabla Xl.
Los valores de la CM150 y CM190 en estos dos grupos de aislamientos
no presentan grandes variaciones a lo largo de los 9 años, siendo éstos de 11.9
y 16.01 respectivamente para los 2298 gonococos estudiados. Cabe resaltar que
no hemos encontrado ninguna cepa resistente a este antibiótico.
1.1.4 Sensibilidad frente a Cefoxitina
En la Tabla XII se presentan los valores de sensibilidad a cefoxitina
que hemos encontrado en los 1899 aislamientos no-NGPP y los 399 NGPP.
En el periodo de tiempo estudiado, los valores de la CM160 en las
cepas no productoras de 9-lactamasa han ido descendiendo paulatinamente.
observándose un valor de la CM150 de 0.26 para el conjunto de este tipo de cepas.
En cuanto a los valores de la CM190 alcanzan el nivel más alto en 1985,
apreciándose a partir de ese momento una cierta tendencia a disminuir, sin
embargo en 1991 el valor alcanzado es practicamente el mismo que en 1986. La
CM190 a nivel global es de 0.87 pg/ml.
Dentro de las cepas productoras de penicilinasa. hasta 1990, la
CM150 sigue la misma tendencia de disminución que en el grupo de cepas anterior,
sin embargo en 1991 el valor encontrado es el más alto de los 9 años. Los valores
de la CM190 siguen un curso similar a lo observado en las cepas no-NGPP
obteniéndose en 1991 el valor más alto.
En el total de las 2298 cepas estudiadas la CM160 es de 0.12 y la
CMl~,,~de 0.89.
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1.1.5 Sensibilidad frente a Ceftazidima
En la Tabla XIII se incluyen los resultados de sensibilidad a
ceftazidima encontrados en 1431 cepas de Al. gonorrhoeae productoras de
penicilinasa y 241 cepas no productoras. Los datos que presentamos están
referidos al periodo de tiempo de 1983 a 1989 ya que al no emplearse este
antibiótico de una forma generalizada en la terapia de la gonorrea se decidió incluir
en su lugar el estudio de sensibilidad a ceftriaxona.
Dentro de las cepas no-NGPP se advierte una cierta tendencia en la
CM160 a disminuir; en el caso de la CM190 se puede observar el mismo fenómeno.
A nivel global la CM150 presenta un valor de 0.01 y la CM190 de 0.03. En lo que se
refiere a las cepas NGPP los valores de la CM160 y CMI~ no sufren grandes
variaciones a lo largo de los años analizados, siendo estos a nivel general de 0.013
y 0.028 pg/ml respectivamente.
En el total de las cepas la CM150 es de 0.01 pg/ml y la CM190 de 0.03
pg/ml.
1.1.6 Sensibilidad frente a ceftriaxona
En la Tabla XIV se refle¡an los valores de sensibilidad a ceftriaxona
que hemos encontrado en 695 cepas no-NGPP y 1 59 NGPP correspondientes éstas
últimas al periodo de tiempo desde 1989 a 1991.
Como hemos dicho anteriormente, en 1989 incluimos el estudio de
sensibilidad a ceftriaxona, por lo que hemos realizado un muestreo de años
anteriores en 216 cepas no productoras de fi-lactamasa que son las empleadas en
el análisis multienzimético.
Dentro de las no-NGPP, los valores de la CMl50 y CM190 no presentan
grandes variaciones. unicamente destacar que en 1990 es cuando se obtienen los
valores más bajos.
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CMIa corrnpond¡ontee al total dc cepaa ... CMI~. 11.9 CMI 16.01
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CMIa correspondientes al total de cepas ... ~ 0.12 CMI, 0.89
97
En cuanto a las cepas productoras de penicilinasa, observamos
igualmente en 1990 la CM150 y CM190 más baja de los 3 años estudiados. En 1991
el valor de la CMI,0 sufre un incremento importante pasando a ser de 0.01.
En el total de las 854 cepas estudiadas la CM!50
es de 0.0008 y la 0M190 de 0.004.
1.1.7 Sensibilidad frente a ciprofloxacina
En la Tabla XV se presentan los resultados de sensibilidad a
ciprofloxacina en 304 cepas no productoras de 9-lactamasa que corresponden a
las empleadas en el análisis de isoenzimas.
Los valores de la CM150 y CM190 a lo largo de los años, no
experimentan grandes variaciones, obteniendose en el total de cepas una CM150 de
0.002 y una CM190 de 0.01.
Hay que resaltar que hemos encontrado 9 cepas (3 %> dentro del
rango de CMIs de 0.06-0.25. Las cepas con esos valores de la CMI, han sido
consideradas por algunos autores como moderadamente resistentes y puesto que
el estudio de sensibilidad a ciprofloxacina se ha llevado a cabo en un número
reducido de cepas, este porcentaje nos parece reseñable.
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CMI. correspondiente, al total de cepa. ... cMl 0.01 CMI 0.03
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cMI. correspondí¿htes al total de cepas... CMIW 0.0008 CMI 0.004
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1.2.1 Resistencia a penicilina
En la Figura 2 se puede observar la distribución geográfica de las
cepas productoras de penicilinasa (NGPP), cepas con resistencia a penicilina por
mutación cromosómica (NGRPMC> y cepas con resistencia a tetraciclina (NGRT>.
en las principales Comunidades Autónomas de las que se han recibido cepas.
Dentro del grupo de las NGPP Aragón no presenta diferencias
estadisticamente significativas con el resto de Comunidades Autónomas, sin
embargo, dado el reducido número de cepas y procediendo todas del mismo año,
no podemos asegurar cual es la situación real.
En Asturias y Baleares encontramos diferencias estadisticamente
significativas <pcO.O1> en relación al resto de las Comunidades Autónomas.
Cataluña es la Comunidad que estadisticamente tiene mayor número
de cepas productoras de 9-lactamasa, no encontrandose diferencias significativas
(p<O.01) con Castilla-León, pero st con el resto de las Comunidades.
En el conjunto de cepas no productoras de penicilinasa habría que
mencionar de nuevo lo dicho para el caso de Aragón. En el resto de las
Comunidades no hay diferencias estadisticamente significativas <p’cO.O1>.
Es destacable el caso de Murcia que si bien el número de cepas es
muy pequeño, no existe ningún aislamiento con resistencia a penicilina por
mutación cromosómica.
En cuanto a la distribución geográfica de las cepas con resistencia
a tetraciclina, en Aragón es donde se presenta el porcentaje más alto de cepas
resistentes, si bien por lo dicho anteriormente no se puede hacer una estadística
fiable.
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Euskadi y Castilla-León representan las Comunidades con un
porcentaje más alto de cepas resistentes a este antibiótico con unas diferencias
estadisticamente significativas <p<O.0I> del resto.
Hay que destacar que aunque Baleares y Asturias presentan menos




1 .3 Correlación de la sensibilidad frente a penicilina con
la obtenida frente a otros antimicrobianos
Hemos comparado la sensibilidad a penicilina frente al resto de los
antimicrobianos utilizados en el estudio.
La comparación se realizó entre la sensibilidad a penicilina y la
sensibilidad frentea tetraciclina. cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina
y espectinomicina, obteniendose unos coeficientes de correlación de Pearson (r>
de 0.42, 0.65, 0.49. 0.58, 0.2 y 0.06 respectivamente. Dichos coeficientes de
correlación resultaron ser todos ellos estadisticamente significativos <p<0.01>
excepto en el caso de la espectinomicina (r = 0.06).
La recta de regresión resultante nos permite predecir el 18% de los
resultados de tetraciclina, el 24.6% de los de cefoxitina. el 34.4% de los de
ceftriaxona y solamente el 4.1% de los de ciprofloxacina, todos ellos en función
de los resultados de sensibilidad a penicilina.
En la Figura 3 se presentan las rectas de regresión correspondientes
a las comparaciones que ofrecieron los valores más alto y más bajo del coeficiente




2.1 Distribución global de serotipos lA y IB
En las 2298 cepas de N. gonorrhoeae se ha realizado la seratipia
frente a la proteína 1, utilizando anticuerpos monoclonales.
En la Figura 4 se observa la distribución global de serotipos y su
distribución geográfica en diferentes Comunidades Autónomas. El serotipo
mayoritario ha sido el lB <74.6 %), mientras que el 25.4 % de los aislados
correspondían al serotipo lA.
En la distribución geográfica de los serotipos lA y IB en las diferentes
Comunidades Autónomas, cabe destacar la escasa presencia del serotipo lA <6.7
%) en las cepas aisladas en Baleares. En Aragón y Murcia, al contar con muy
pocas cepas, no podemos asegurar si los datos obtenidos reflejan la realidad. En
el resto de las Comunidades la proporción de los serotipos se asemeja a la obtenida
en la distribución global.
2.2 Determinación de serovariedades
La aplicación de anticuerpos monoclonales frente a epitopos
diferentes de la proteína 1 para la determinación de serovariedades se ha realizado
en las 2298 cepas de N. gonorr/ioeae.
En la Figura 5 se puede observar la distribución global de
serovariedades en cepas de serotipo lA, así coma en cepas lA productoras y no
productoras de penicilinasa.
La serovariedad mayoritaria es la IA/rst a la que pertenecen un 47.9





son menos abundantes, no encontrándose ninguna de ellas en más del 7 % de las
cepas estudiadas.
Dentro de las cepas no-NGPP, la distribución de serovariedades es
similar a la encontrada en el global de cepas, aunque con alguna diferencia que
conviene resaltar, como el caso de las cepas lA v/x que se encuentran en menor
proporción.
En el conjunto de cepas productoras de B-lactarnasa, el 95 % de
ellas pertenecen a las 7 serovariedades más abundantes. Los gonococos de
serovar lAN y lAv/x presentan una mayor incidencia que la encontrada en el total
de cepas.
En la Figura 6 se refleja la distribución global de serovariedades en
cepas de serotipo IB, y la distribución en cepas IB no-NGPP y NGPP. En la Tabla
XVII se presentan las 83 serovariedades diferentes encontradas de las cuales 8
han sido las más frecuentes.
En el grupo de cepas IB no productoras de penicilinasa la situación
es muy parecida a la encontrada a nivel global, aunque destacando un descenso
en la frecuencia de cepas IB x/v. Dentro del conjunto de gonococos productores
de fi-Iactamasa hay que resaltar la escasa presencia de cepas IB/rpyust, así como
el incremento de las serovariedades IB x/v y lB/pyuvt.
2.2.1 Distribución anual
En la Tabla XVI se puede observar la frecuencia anual de
serovariedades en cepas de serotipo ¡A. En la Figura 7 se refleja la distribución
anual de las principales serovariedades encontradas en cepas de N. gonorrhoeae




TABLA XVI. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO lA
.UROVAR AÑO TOTAL







































































































































































TOTAL 15 15 10 37 40 78 75 58 69 384





Lo más destacable es el drástico descenso en la frecuencia de cepas
IA/rost a partir de 1984. pasando de un 33.3 % en este año a un 8.5 % en 1991;
mientras que por el contrario la serovariedad lA/y ha pasada a ser en 1991 la más
abundante.
En cuanto al número total de serovariedades encontradas por año,
no existen grandes diferencias a lo largo del periodo de tiempo estudiado.
En la Figura 8 se presenta la distribución anual de las principales
serovariedades en cepas productoras de fl-lactamasa de serotipo lA. El porcentaje
de cepas IA/rst se mantiene sin grandes variaciones a lo largo de los 9 años.
excepto en 1989 en el que la frecuencia de este tipo de cepas disminuye
bruscamente, recuperándose en los años siguientes. Hay que resaltar el aumento
creciente desde 1986 de la serovariedad lA/y; en cambio la presencia de
aislamientos de serovariedad lA v/x pasa de un 30% en 1986 hasta un 3 % en
1991.
En la Tabla XVII encontramos la frecuencia anual de serovariedades
en cepas de N. gonorrhoeae de serotipo IB. En la F¡gura 9 se puede observar la
distribución anual de las principales serovariedades en cepas de serotipo IB.
El conjunto de gonococos de serotipo IB se distribuye en 83
serovariedades diferentes. Es llamativo el incremento de cepas lB/oys y IB/ys, que
suponen en 1991 el 10 % y el 6.9 % respectivamente. Asf mismo hay que resaltar
el descenso paulatino a lo largo de estos años en la frecuencia de cepas IB/x y
IB/rpyst no encontrandose de estas última ningún aislamiento en 1991.
En el número total de serovariedades distintas encontradas por año,
se produce un aumento progresivo desde 1983 en el que solo se presentaban 11,
hasta 1991 en el que las cepas se agrupan en 43 serovariedades diferentes.
En la Figura 10 se refleja la distribución anual de las principales
seravariedades de cepas productoras de penicilinasa de serotipo IB. Hay que
resaltar que los gonococos IE/opyt que en 1984 representan alrededor del 7 %,
114
desaparecen en 1986, volviendo a surgir en 1991 con una frecuencia cercana al
10%.
Habría que señalar tambien el importante incremento de cepas IB/oys
que en 1991 supone prácticamente el 20 % del total de cepas NGPP de serotipo
IB. En cuanto a los aislamientos lB/ropt y IB xlv, es notario el descenso que se
produce a lo largo de estos años.
2.2.2 Distribución geográfica
En la Figura 11 se observa la distribución geográfica de las
serovariedades de cepas con serotipo lA.
La serovariedad IA/rst es la más abundante en todas las
Comunidades Autónomas excepto en Asturias donde las cepas lA/y son las más
abundantes y Baleares que presenta una frecuencia igual de cepas IA/rost y IA/rst.
La distribución por Comunidades Autónomas de las principales
serovariedades encontradas en cepas con serotipo IB, se presenta en la Figura 12.
Las cepas IB/ropt son las más abundantes en todas las
Comunidades, presentando Asturias el porcentaje más alto de cepas de este tipo;
la excepción es Baleares donde los aislamientos IB/rpyust son los más frecuentes.
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TABLA XVII. DISTRIBUCION ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB
SEROVAR AÑO TOTAL
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TABLA XVII. DISTBIBUOON ANUAL DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB
SEROVAR AÑO TOTAL



































































































































































































































































































































TABLA XVII. WSTRIBUCION ANUAL. DE SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SEROTiPO IB
SEROVAR AÑO TOTAL

























































































TOTAL 23 34 53 92 115 185 180 272 160 1014








3.1 Distribución global de auxotipos
Los auxotípos más frecuentes que hemos encontrado en el total de
la población estudiada se reflejan en la Figura 13.
Los dos auxotipos más abundantes, han sido el Prototrófico y el Pr«
<cepas que requieren prolina para su crecimiento). El resto de auxotipos se han
obtenido en mucha menor proporción.
3.2 Distribución anual de auxotipos
En la Figura 14 se puede observar la distribución anual de auxotipos.
Los auxotipos más frecuentes en cada año del estudio han sido
tambien el Prototrófico y el prolina dependiente. Hay que mencionar el incremento
paulatino que se produce del auxotipo Pro; Arg~ (prolina, arginina dependiente).
3.3 Distribución geográfica
En la Figura 15 se refleja la distribución geográfica de las cepas
Prototróficas y prolina dependiente.
Baleares y Asturias son las Comunidades Autónomas que presentan
un mayor porcentaje de cepas Prototróficas. encontrándose diferencias
estadisticamente significativas (p C 0.01) con el resto de las Comunidades.
La frecuencia de estos dos auxotipos en Madrid no es diferente
estadísticamente de las demás Comunidades, excepto de Cataluña con la que





4. ANALJSíS DE PLASMIDOS EN CEPAS PRODUCTORAS DE PENICILINASA
4.1 Distribución temporal de los diferentes perfiles plasmidicos
En la Figura 16 se puede observar la incidencia anual de perfiles
plasmídicos en las 399 cepas productoras de fi-lactamasa.
Hasta 1986 el plásmido de 4.5 Md, con o sin plásmido de
transferencia, ha sido el más frecuente, a partir de ese año se produce un cambio
en el perfil plasmidico, siendo más abundante el de 3.2 Md, situación que se
mantiene hasta la actualidad, si bien hay una tendencia a que se equilibre la
frecuencia de estos dos tipos de piásmidos.
En la Figura 17 se refleja la relación de la sensibilidad a tetraciclina
en función de la variación plasmídica.
Hay que destacar que el aumento de cepas resistentes a tetraciclina
coincide con una mayor presencia del plásmido de 4.5 Md y un descenso del de
3.2 Md: produciéndose el proceso contrario en los años en que el número de cepas





5.1 Estudio inter-especifico en el género Ne¡sser.ia
Hemos estudiado 117 cepas de diferentes especies del género
Ne¡sseria, las cuales se han agrupado en 89 Tipos Electroforéticos (TEs> diferentes.
Las especies que forman cada TE quedan reflejadas en la Figura 1 8;por otro lado,
el perfil de alelos obtenidos para los 9 enzimas ensayados se presenta en la Tabla
XVIII.
Las 9 enzimas incluidas en el estudio resultaron ser polimórficas para
el conjunto de las especies estudiadas (Ver Apéndice>. Sin embargo enzimas como
la Malato deshidrogenasa y la Alcohol deshidrogenasa fueron monomórficas para
las especies N. polysaccharea. N. lactamica, N. cinerea. N. gonorrhoeae. N.
cunicuil y N. meningitidis. Estas enzimas también fueron monomórficas en las
cepas de las especies N. perfiava/sicca, N. flava, N. subflava y N. elongata,
aunque con un perfil alélico distinto.
Las cepas deN. mucosa presentaban polimorfismo para las enzimas
Malato deshidrogenasa y Alcohol deshidrogenasa.
Los TEs que hemos encontrado dentro de cada especie no se
vuelven a encontrar en otras especies del género.
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TABLA XVIII. PERFIL DE ALELOS EN 1!? CEPAS DEL GENERO IVEISSERIA PARA LAS 9
ENZIMAS ESTUDIADAS
fl TOTAL GE? ME GOT ALP ODí 0D2 IDE MDI fifl
1 1 5 4 3 5 1 3 3 1 1
2 1 5 4 3 5 1 2 3 1 1
3 2 5 4 4 5 1 3 3 1 1
4 2 5 4 4 5 1 3 4 1 1
5 £ 5 4 6 5 1 3 5 1 1
6 1 4 4 7 5 1 3 5 1 1
7 1 5 4 4 5 1 2 4 1 1
8 1 5 4 4 5 1 2 5 1 1
9 1 4 4 4 5 1 2 5 1 1
10 1 6 4 4 5 1 2 4 1 1
11 1 6 4 4 5 1 3 4 1 1
12 1 5 4 4 6 1 2 4 1 1
13 2 5 3 6 5 1 2 4 1 1
14 1 5 3 6 5 1 2 5 1 1
15 1 5 3 6 5 2 2 5 1 1
16 1 6 3 6 5 1 3 4 1 1
17 1 4 5 4 3 2 2 3 1~ 1
18 1 4 5 4 5 2 2 3 1 1
19 1 3 5 4 3 1 2 3 1 1
20 1 4 5 2 5 1 3 3 1 1
21 1 3 5 6 5 2 3 3 1 1
22 1 3 5 6 5 2 2 3 1 1
23 2 5 5 5 5 2 2 3 1 1
24 1 5 5 6 5 2 2 3 2. 1
25 1 5 5 6 4 2 3 3 1 1
26 1 5 3 6 5 2 3 3 1 1
27 1 5 5 2 4 2 2 3 1 1
28 1 5 5 2 6 2 2 3 1 1
29 1 5 5 3 6 2 2 3 1 1
30 2 3 4 6 3 2 2 4 1 1
31 1 3 4 6 4 2 2 4 1 1
32 1 3 4 6 4 2 2 3 1 1
33 2 3 4 6 4 2 3 3 1 1
34 1 3 4 6 3 2 3 2 1 1
35 1 3 4 2 3 2 3 2 1 1
36 3 3 4 3 2 2 3 4 1 1
37 1 3 4 3 2 2 3 2 1 1
38 1 3 4 3 4 1 2 2 1 1
39 1 3 4 4 4 1 2 2 1 1
40 1 3 4 4 • 4 2 2 2 1 1
41 1 5 4 4 2 2 2 2 1 1
42 2 3 3 4 3 2 3 5 1 1
43 1 4 3 4 3 1 3 5 1 1
44 2. 4 3 4 3 1 2 2 1 1
45 1 4 3 4 5 1 3 2 1 1
~ffi QQ~ ALP 0131 0132 ¡flfl ~rnx ¡DI
46 1 4 3 6 4
47 1 3 5 3 3
48 1 4 3 3 3
49 2 4 4 3 3
50 2 4 4 6 4
51 1 4 4 6 4
52 1 4 4 5 4
53 1 4 4 5 5
54 4 4 3 6 4
55 3 4 3 6 4
56 5 4 3 5 4
57 2 3 3 5 4
58 3 4 3 £ 4
59 1 4 3 5 4
60 1 4 3 6 4
61 1 4 3 6 5
62 1 5 3 5 1
63 1 5 3 5 1
64 2 5 4 5 1
65 2 5 4 4 3
66 1 5 4 7 3
67 1 2 4 7 4
68 1 3 4 1 4
69 1 3 3 4 5
70 1 3 3 6 3
71 1 1 2 2 . 6
72 1 3 5 6 4
73 1 5 5 7 7
74 1 4 2 7 5
75 1 2 2 5 6
76 1 2 3. 5 6
77 1 1 1 8 5
78 1 1 1 5 2
79 1 2 2 6 2
80 1 2 0 4 7
81 1 4 5 4 2
82 2 3 6 4 7
83 1 3 3 0 0
84 1 3 4 0 7
85 1 3 1 5 3
86 1. 2 2 5 1
87 1 2 2 0 2
88 1 2 3. E 7
89 1 2 2 5 7
1 3 2 1 1
1 3 4 1 1
1 3 4 1 1
2 3 4 1 1
1 2 2 1 1
1 2 4 1 1
1 3 4 1 1
2 3 2 1 1
o 3 3 1 1
o 3 4 1 1
o 3 4 1 1
o 3 3 1 1
o 4 2 1 1
o 4 4 1 1
o 4 2 1 1
o 4 2 1 1
2 2 3 4 4
2 3 3 4 4
2 3 3 4 4
2 3 4 4 4
2 2 4 4 4
2 3 5 4 4
3 3 5 4 4
2 2 5 4 4
2 2 5 4 4
2 2 5 4 4
1 2 E 4 4
1 2 5 4 4
1 2 5 4 4
1 2 5 4 4
1 2 E 4 4
1. 2 4 4 4
2 5 1 4 4
2 3 4 4 4
2 2 4 4 4
2 1 4 4 4
1 3 6 4 4
1 3 2 4 4
5 2 6 5 5
1 1 4 3 3
2 3 4 3 .3
3~. E 2 3 3
2 2 5 2 2





En la Tabla XIX se incluyen los valores de la diversidad genética Ch)
encontrados dentro de las especies N. polysaccharea y N. lactan/ca.
Hemos obtenido 12 TEs de las 19 cepas de Al. polysaccharea
empleadas en el estudio. La porporción de alelas por locus fue de 1.8. La
diversidad genética media CH> entre TEs ha sido de 0.31.
Todas las enzimas ensayadas han sido polimórficas, con un número
de alelos que varia de 2 a 3, excepto la Malato deshidrogenasa CMDH>, Alcohol
deshidrogenasa (ADH> y la Fosfatasa alcalina (ALP) que fueron monomórficas.
Las 20 cepas de la especie N. lactan/ca se agrupan en 18 TEs. La
proporción de alelos por enzima ha sido de 2.3. La diversidad genética media entre
los TEs fue de 0.44.
A excepción de las enzimas Malato deshidrogenasa y Alcohol
deshidrogenasa el resto fueron polimórficas.
En la Tabla XX se pueden observar los valores de la diversidad
genética obtenida en N. meningitidis y N. cinerea.
Hemos encontrado 16 lEs de las 19 cepas de meningococo
estudiadas. La proporción de aletos por locus ha sido de 2.7. La diversidad
genética media entre lEs fue de 0.46. Excepto las enzimas ADH y MDH el resto
fueron polimórficas con un número de alelos que oscilaba de 2 a 6.
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TABLA XIX. DIERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN
































































TABLA XX. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN N.


































































Las 7 cepas de N. cinerea se agruparon en 6 TEs diferentes. La
proporción de alelos por enzima fue de 2.3. La diversidad genética media entre TEa
ha sido de 0.51.
Menos las enzimas ADH y MDH, el resto fueron polimórficas con un
número de alelos que variaba de 2 a 3.
En la Tabla XXI se incluyen los valores de la diversidad genética
obtenidos dentro de las especies Al. perfiava/sicca y N. mucosa.
Hemos encontrado 15 TEs diferentes en las 18 cepas de Al.
perfiava/sicca. La proporción de alelos por locus ha sido de 4.2. La diversidad
genética medía entre TEs fue de 0.6.
Las enzimas ADH y MDH fueron monomórficas con un alelo
diferente que el que hemos encontrado para estas enzimas en las especies
mencionadas anteriormente, el resto de las enzimas fueron polimórfícas con un
número de alelos que variaba de 2 a 7.
Las 7 cepas de Al. mucosa se agruparon en 7 TEa distintos. La
proporción de alelos por locus ha sido de 3.1. La diversidad genética media entre
TEs fue de 0.67.
Todas las enzimas ensayadas resultaron ser polimórficas con un
número de aletos que varía de 2 a 5.
En la Tabla XXII se pueden observar los valores de la diversidad
genética encontrados dentro de la especie Al. gonorrhoeae.
Hemos obtenido 8 TES diferentes de las 20 cepas de gonococo
incluidas en el estudio. La proporción de alelos por locus ha sido de 1.5. La
diversidad genética media entre lEs ha sido de 0.26.
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TABLA XXI. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN N.




































































































De las 9 enzimas estudiadas la Malato deshidrogenasa, Alcohol
deshidrogenasa y Enzima málico resultaron ser monomórficas; el resto fueron
polimórficas con un número de alelos que oscilaba de 2 a 3.
Ninguna de las cepas de Al. gonorrhoeae presentaba actividad de la
enzima Glutámico deshidrogenasa NADP dependiente (GD2).
En la Tabla XXIII se reflejan los resultados de la diversidad genética
encontrada entre las especies del género Ale¡sseria.
Hemos encontrado 89 TEs distintos de las 117 cepas estudiadas que
pertenecían a las distintas especies del género Neisseria descritas anteriormente
en el apartado 1 de Material y Métodos. La proporcídn de alelas por enzima ha sido
de 6.2. La diversidad genética media entre los distintos TEs fue de 0.67 y entre
los aislados de 0.65.
Todas las enzimas estudiadas han sido polimórficas con un número
de alelos que variaba de 5 a 9.
El número da cepas que no presentaban actividad de algún enzima
ha sido pequeño; 3 cepas de N. mucosa de las cuales 2 no exhibían actividad de
la enzima Glutámico oxalacético transaminasa (GOT> y Fosfatasa alcalina (ALP> y
1 negativa para el Enzima málico (ME>, Al. den¡trificans y N. macacae no
presentaban actividad de la enzima GOT, así mismo como hemos dicho
anteriormente las 20 cepas de gonococo estudiadas no tenían actividad de la
enzima GD2.
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TABLA XXIII. DIVERSIDAD GENETICA DE LAS 9 ENZIMAS ESTUDIADAS EN LAS









































MEDIA 6.2 0.67 0.65
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5.1.2 Relaciones genéticas entre las diferentes especies
Las relaciones genéticas entre las diferentes especies del género
Ale¡sseria se pueden observar en la Figura 18 que corresponde al dendrograma
generado a partir de la matriz de distancias genéticas. Los TEs se han numerado
secuencialmemente en el mismo orden de la Tabla XVIII. Los TEs constituidos por
una sola cepa se han representado por una línea, mientras que los TEs formados
por más de una cepa se indican con triángulos, cuyo tamaño es proporcional al
número de cepas. Asimismo cada especie se ha designado por una clave gráfica
con el fin de poder ser facilmente identificada en el dendrograma.
Existen dos “clusters” mayoritarios, uno representado por los TEs
1 al 61 (“cluster” II y otro del 62 al 89 (“cluster” II), relacionados a una distancia
genética de 0.85.
El “cíuster” 1 esté formado por las siguientes especies: N.
polysaccharea, N. cunicult N. lactamica, N. cinerea, A/. meningitidis y Al.
gonorrhoeae, el “cluster” II por N. pedía va/sicca, N. flava, N. mucosa. Al. subfla va,
Al. elongata. N. denitrif¡cans y N. macacae.
El “cluster” 1 a su vez esté formado por los “clusters” a,b.c.d y e.
El “cluster” a incluye 16 TEs (1-16>, de los cuales 12 corresponden
al total de cepas de N. polysaccharea, 1 formado por Al. cunucuil, 2 por Al. cinerea
y 1 por A/. lactamica a una distancia genética de 0.42.
El “cluster” b comprende 13 TEs <17-29). en los que se incluyen 10
TEs formados por cepas de N. meningitidis. 1 por Al. lactamica y 1 por Al. cinerea
a una distancia genética de 0.42.
El cíuster” c agrupa 12 TEs (30-41>, en el que se incluyen 7 TEs
formados por Al. lactamica, 3 por Al. meningitidis y 2 por A’. cinerea a una distancia
genética de 0.5.
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El “cluster” e constituido por 8 TEs <54-61> integrado
exclusivamente por cepas de N. gonorrhoeae.
El cluster” II a su vez está formado por dos “clusters” f y g.
El “cluster” f agrupa 23 TEs (62-84>, formado por 15 TEs de N.
pedía va/sicca. 2 de Al. flava, 3 de Al. mucosa, 1 de N. subflava, 1 de N. elongata
y 1 de Al. denitrificans a una distancia genética de 0.8.
En el “cluster” g se incluyen 5 TEs <85-89), formado por 4 TEs




5.2 Aplicación de isoenzimas en N. gonorrhoeae
5.2.1 Análisis multienzimático en cepas con resistencia
cromosómica
Hemos incluido 354 cepas de Al. gonorrhoeae no productoras de
penicilinasa y con diferentes niveles de sensibilidad a penicilina las cuales se han
agrupado en 46 TEs diferentes. Las características de las cepas que constituyen
cada TE, en cuanto a los serotipos encontrados así como los niveles de resistencia
a penicilina y tetraciclina que presentan se pueden observar en la Figura 19. El
perfil de alelos obtenido para las 12 enzimas ensayadas se presenta en la Tabla
XXIV.
Las 12 enzimas incluidas en el estudio son;
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6P)
Enzima málico (ME>
Glutámico oxalacético Transaminasa (GOT)
Fosfatasa alcalina (ALP)








De estas 12 enzimas ensayadas 9 resultaron ser polimórficas y 3
ADH> fueron monomórficas.(6PG, MDH y
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TABLA XXIV. PERFIL DE ALELOS EN CEPAS NO-NGPP PARA LAS 12 ENZIMAS
ESTUDIADOS
II 191 GGP fr~5 (lOT flP GDZ IDH MDH ~Qfi 6P0 I.AP MM £21
1 4 2 1 2 2 1 2 1 1 1 3 2 2
2 4 2 2 2 2 1 2 1 1 1 3 2 2
3 20 2 2 2 2 1 1 1 1 1 3 2 2
4 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2
5 3 2 2 2 2 1 3 1 1 1 1 2 2
6 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 3 2 2
7 14 2 2 2 2 2 1 1 1 1 3 2 2
8 4 2 2 2 .2 2 1 1 1 1 1 2 2
9 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2
10 5 2 2 2 3 2 2 1 1 1 3 2 2
11 3 2 2 2 3 1 2 1 1 1 3 2 2
12 2 2 2 2 3 2 2 1 1 1 1 2 2
13 1 2 2 2 2 1 3 1 1 1 3 2 2
14 8 2 2 2 2 2 3 1 1 1 3 2 2
15 5 2 2 3 2 2 3 1 1 1 3 2 2
16 10 1 2 2 2 2 3 1 1 1 3 2 2
17 1 1 2 2 2 2 3 1 1 1 2 2 2
18 38 2 2 2 1 1 3 1 1 1 3 2 2
18 25 2 2 2 2 1 2 1 1 1 3 2 1
20 11 2 2 2 2 1 2 1 1 1 3 1 1
21 38 2 2 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2
22 6 2 2 2 2 1 2 1 1 1 2 1 2
23 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2
24 8 2 2 2 2 1 3 1 1 1 2 2 2
25 14 2 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2
26 10 2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2 2
27 1 2 2 2 2 2 3 1 1 1 2 2 2
28 1 2 2 1 2 1 2 1 1 1 2 2 2
29 8 2 2 1 2 2 2 1 1 1 2 2 2
30 5 2 2 3 3 1 2 1 1 1 2 2 2
31 3 1 2 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2
32 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 3 2 2
33 15 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2
34 12 1 2 3 2 1 2 1 1 1 2 2 2
35 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2
36 7 1 2 2 2 1 3 1 1 1 2 2 2
37 4 1 2 1 2 1 3 1 1 1 2 2 2
38 4 2 1 1 2 1 1 1 1 1 2 2 2
39 15 2 1 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2
40 1 2 1 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2
41 2 2 1 2 2 1 3 1 1 1 2 2 2
42 7 1 1 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2
43 2 1 1 2 2 1 3 1 1 1 2 2 2
44 6 1 1 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2
45 4 2 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2




En la Tabla XXV se presentan los valores de la diversidad genética
(h) encontrados en las 354 cepas de gonococo estudiadas.
Las enzimas que resultaron ser polimórficas han presentado un
número de aletos que variaba de 2 a 3. La proporción de alelos por enzima ha sido
de 2.07. La diversidad genética media CH) entre TEs fue de 0.26 y entre aislados
de 0.27.
5.2.1.2 Relaciones genéticas entre los distintos genotipos
En la Figura 19 se pueden observar las relaciones genéticas entre las
cepas de gonococo estudiadas expresadas a través de un dendrograma generado
a partir de una matriz de distancias genéticas. Los TEs se han numerado en el
mismo orden que aparecen en la Tabla XXV. Los TEs formados por una sola cepa
se han representado por una línea, mientras que aquellos que están constituidos
por más de una cepa se indican con triángulos, cuyo tamaño es proporcional al
número de cepas. Se han empleado claves gráficas para explicar la composición
de serotipos de cada TE así como la distribución de sensibilidad a penicilina y
tetraciclina en los mismos.
Se han encontrado 2 clusters” mayoritarios uno representado por
los TEs 1 al 37 C’cluster” 1) y otro del 38 al 46 (“cluster” II>, relacionados a una
distancia genética de 0.35.
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TABLA XXV. DIVERSIDAD GENETICA EN CEPAS NO-NGPP
ENZIMA ALELOS h TEs h aislados
GEP 2 0.4 0.32
ME 2 0.35 0.27
GDT 3 0.31 0.37
ALP 3 0.2 0.26
GD2 2 0.45 0.37
IDH 3 0.64 0.66
MDX 1 0 0
ADH 1 0 0
6PG 1 0 0
LAR 3 0.60 0.57
PGM 2 0.13 0.27
PGI 2 0.09 0.18
MEDIA 2.07 0.26 0.27
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El “cluster” 1 a su vez está formado por los “subclusters” A, B, C,
DyE.
El “subcluster” A está integrado por 12 TEs (1-12), de los cuales el
1 y el 10 están constituidos por cepas de serotipo lA mientras que los TEs 4, 6,
7, 9, 11 y 12 incluyen sólo cepas de serotipo IB; en los TEs 2 y 8 encontramos
cepas de ambos serotipos.
El 37.5% de las cepas resistentes a penicilina y el 27.2% de las
resistentes a tetraciclina se encuentran en este “subcluster”.
En el “subcluster” 8 se incluyen 6 TEs (13-18). Los TEs 15 y 18
están representados por cepas de serotipo lA y los TEs 14 y 17, por cepas de
serotipo IB, encontrándose cepas de ambos serotipos en los TEs 13 y 16.
En este subcluster” no se encuentra ninguna cepa resistente a
penicilina; el porcentaje de cepas resistentes a tetraciclina supone un 7.8%.
El “subcluster” C está formado por 2 TEs (19-20) en los que se
incluyen exclusivamente cepas de serotipo lA sensibles a penicilina y tetraciclina.
El “subcluster” D está representado por lOTEs (21-30). A los TEs
21, 26 y 30 pertenecen sólo cepas de serotipo lA; los TEs 22 y 29 incluyen
solamente cepas de serotipo IB, en el resto se encuentran cepas de los dos
serotipos.
En este subcluster” se halla el 16.7% y el 29.9% de cepas
• resistentes a penicilina y tetraciclina respectivamente.
El “subcluster” E está constituido por 7 TEs (31-37). Los TEs 31, 32
y 33 representan cepas de serotipo lA y IB; los TEs 35, 36 y 37 cepas de serotipo
IB y el 34 de serotipo ¡A.
A este “subcluster” pertenece el 9.1% de cepas resistentes a
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tetraciclina no encontrándose ninguna cepa resistente a penicilina.
El “cluster” II está constituido por 9 TEs <38-46>. Los TEs 39, 40,
41, 43, 44, 45 y 46 representan cepas de serotipo IB exclusivamente, el 42 de
serotipo lA y el 38 cepas de ambos serotipos.
En este “cluster” encontramos un 45.8% de las cepas resistentes
a penicilina y un 26% de las resistentes a tetraciclina.
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5.2.1.3 Distribución geográfica
En la Tabla XXVI se presenta la distribución de los TEs en las
diferentes Comunidades Autónomas incluidas en este estudio.
Cada Comunidad Autónoma viene representada por diferentes TEs;
sin embargo ha habido TEs que han agrupado un mayor número de cepas en cada
una de ellas. En Madrid y Cataluña los TEs 2 y 23 son los más representativos, en
Euskadi han sido los TEs 23 y 26, en Baleares el 2 y el 28, en Asturias los TEs 23
y el 25, en Murcia aunque el número de cepas incluidas es muy pequeño el 60%
pertenece al TE 25, en Castilla-León el TE mayoritario es el 23 y en Aragón a pesar
del reducido número de cepas son los TEs 39 y 45 los más representativos.
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TABLA XXVI. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS TEs
O R 1 0 E N
TE Cat. Eus. Mod. Bol. AM. Mur. C-L Aro. can.
1 4
2 8 1 19 4 2 1 21
3 3 1




8 2 1 1
8 2 1 11
10 1
11 1 1 1
12 1









22 2 2 4
23 7 4 15 2 8 31
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TABLA XXVI. DISTRIBUCION GEOCRAncA CE LOS TEs
O R 1 0 E N
TE Cat. Eisa. MorA. Bol. Att. Miar. C-L Ara. can.
24 1 2 13 1 2 1
25 1 1 11 2 7 3
26 1 4 5 1
27 1 7 2
28 2 1 2 5 2
28 1 3
30 1
31 3 9 1 1 1
32 5 2 7 1












45 1 3 2
46 2
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5.2.2 Análisis multienzimático en cepas productoras de
penicilinasa
Hemos llevado a cabo un estudio de análisis multienzimático en 38
cepas pertenecientes a la clase auxotipo/serovar Prototrófico/AvBx, de las cuales
19 eran productoras de $-lactamasa conteniendo todas ellas el plásmido de 3.2
Mda (Tipo Africano> y 19 no productoras de penicilinasa, las cuales se han
agrupado en 3 TEs diferentes. Las características de las cepas que constituyen
cada TE así como el perfil de alelos obtenido para las 9 enzimas ensayadas se
presenta en la Tabla XXVII.
Las 9 enzimas incluidas en este estudio son:
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (GGP>








De las 9 enzimas ensayadas 7 resultaron ser monomórficas y 2 (GSP
y PGI> fueron polimórfícas.
5.2.2.1 Diversidad genética
En la Tabla XXVIII se presentan los valores de la diversidad genética
(h> encontrados en las 38 cepas estudiadas. Las 2 enzimas polimórficas han
presentado como máximo 2 aleJas distintos. La proporción de alelas por enzima ha
sido de 1.2. La diversidad genética media (H> entre TEs fue de 0.15 y entre
aislados de 0.063.
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TABLA XXVII. PERFIL DE ALELOS EN CEPAS NGPP PARA LAS 9 ENZIMAS
ESTUDIADAS
fl TOTALAvBx+AvBx- 06P ~J PGM PCI IPO GD2MDH ¿flJJ
1 18 15 3 1 1 1 1 1 1 1 1
2 19 3 16 2 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 0 1 1 1 2 1 1 1 1
AvBx + Cepas de N. gonorrhaeae productoras de penicilinasa.
AvBx- Cepas de Al. gono~rrhoeae no productoras de penicilinasa.
o.— ~- »yc-wc-No1V$~&s~. »»»» ..»,~ —. &:-:o:-:« oi<v. .-‘~“4:-»’» :t
~*t”1% ~ ~ sS ~ ~ - + OS 4:
.~4. t~~ooo ...~ 0 500½ 4 O~<
- U-o-’- -‘$- o- ~ .-«., ,- -
TABLA XXVIII. DIVERSIDAD GENETICA DE CEPAS NGPP
ENZIMA ALELOS ti TEs h ceoas
G6P 2 0.7 0.51
GOl 1 0 0
PGM 1 0 0
PGI 2 0.7 0.06
IPO 1 0 0
GD2 1 0 0
MDH 1 0 0
ADH 1 0 0
GPG 1 0 0
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5.2.2.2 Relaciones genéticas entre los distintos genotipos
En la Figura 20 se pueden observar las relaciones genéticas entre
estas 38 cepas de gonococo, dicha relación genética se representa a través de un
dendrograma que se ha generado a partir de una matriz de distancias genéticas.
Los TEs se han numerado en el mismo orden que aparecen en la Tabla XXVII.
La mayaría de las cepas productoras de fi-lactamasa <15/19>
pertenecían al TE 1, mientras que las cepas no productoras de penicilinasa estaban
comprendidas en el TE 2 <16/19), el TE 3 comprendía una sola cepa NGPP.
Los 3 TEs se relacionan a una distancia genética de 0.30; el
“cluster” formado por los TEs 1 y 2 se encuentran a una distancia genética de
0.18.
El TE 1 y el TE 2 se diferencian sólo en el producto génico de la
enzima GBP; el TE 1 y el TE 3 en el de la enzima PGI y el TE 2 y TE 3 en ambos.
PIGURA 20.- RELACIONES GENETICAS EN CEPAS lAy/fax NGPP Y NO-NGPP





6. RELACIONES ENTRE LOS DIFERENTES MARCADORES FENOTIPICOS Y
GENOTIPICOS UTILIZADOS
6.1 Clases AuxotipoiSerovariedad (AIS>
En las Tablas XXIX y XXX se pueden observar las relaciones que
hemos encontrado entre los distintos auxotipos y serovaríedades de las cepas de
serotipo lA y IB respectivamente.
El auxotipo Prolina dependiente (-Pro>, aparece con una mayor
frecuencia asociado al serotipo lA con una diferencia que es estadísticamente
significativa (PcO.01). Esta mayor frecuencia lleva asociada una menor presencia
del auxotipo Prototrofico, lo que no sucede en el serotipo IB produciendose así
mismo una diferencia estadisticamente significativa (Figura 21>.
Las cepas de serotipo ¡Ase han agrupado en 16 auxotipos diferentes
dando lugar a 63 Clases (A/S) lo que implica una alta variabilidad, sin embargo más
del 50% de las cepas se centran en 3 clases mayoritarias -Pro/rst (22.2%>,
Prototr/rst (16.9%> y Prototr/v (15.1%>.
Dentro de las cepas con serotipo IB hemos encontrado 21 auxotipos
distintos dando lugar a 234 Clases lo que supone casi 4 veces más que en el caso
de las cepas con serotipo lA, lo que indicaría una mayor variabilidad dentro de las
cepas IB. Por otro lado las 5 Clases mayoritarias Prototr/ropt (12.6%>,
Prototr/rpyust (5.4%), Prototrixiv (4%), Prototriopt (3.5%) y -Prolropt (2.9%),
solamente engloban alrededor del 30% de las cepas.
6.1.1 Distribución de Clases (AIS> entre las cepas con
resistencia antimicrobianos
En las Tablas XXXI, XXXII y XXXIII, se puede observar la
distribución de Clases (A/S> entre las cepas de serotipo lA y IB resistentes a
penicilina, así como en las de serotipo lA y IB con resistencia moderada a penicilina
160
respectivamente.
Clasificando las cepas en función de la sensibilidad a penicilina,
como sensibles <Pen9, con resistencia moderada (Penr¶ y resistentes (Penr>, la
distribución por serotipos en el caso de las Pen seria de 341 cepas con serotipo
lA (30.8%) y 765 16(69.2%>; en las Pena 50 cepas de serotípo lA (18.4%> y 221
lB <81.5%> y en las Peri’ 6 cepas lA (7.8%> y 7118 (92.2%). Al comparar estos
3 grupos encontramos una mayor relación del serotipo IB con las cepas que
presentan algún nivel de resistencia a penicilina ya que las diferencias en la
distribución por serotipos fueron estadisticamente significativas entre las cepas
Penr, las Penr y las Pen~.
Analizando las Clases <A/S), en el serotipo lA no encontramos
diferencias significativas en los 3 grupos de cepas con distintos niveles de
sensibilidad a penicilina. Sin embargo en las cepas con serotipo IB aparecen claras
diferencias en la distribución de Clases (A/S) comparando las cepas Penr con las
Pen~w y las Pen’.
Mientras que en el grupo de cepas Pen’ la Clase mayoritaria es la
Prototr/oys. en los otros 2 grupos esta clase aparece muy esporadicamente
<P.C 0.01), de igual forma las Clases -Pro/rop y -Pro/opyuvt, muy abundantes entre
las cepas Peri’ aparecen con una menor frecuencia en los otros dos grupos
(P<0.01). No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las
Pen’ y las Pen’t
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TABLA XXIX. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y SEROVARIEDADES EN CEPAS DE
SEROTIPO lA
AUXOTIPO SEROVAR AUXOTIPO SEROVAR
CEPAS CEPAS
ARG-HYX rut 3 (4> PROTOTA. o 14192>
It 1 01 a
-AHU r 2<33 r 1
1 ros 2
-ARG r 1<143 rost 21
rs 1 rot 7
rut 8 rs 8
rl 1 rst 68
t 1 ruY 1
Y 2 st 1
-HIS ron 1 (23 t 1
v/x 1 Y 61
-HYx rst 1 (23 vlx 15
1 NO AUX. ot 3<113
-LIS rut 3 <63 rut 1
y 2 It 3
VIX 1 y 4
rut 1<13










~PR0HYX rut 5 <83
y 3
-PRO,-MET y 3 (3>
















TABLA XXX. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y SEROvARIEDADES EN CEPAS DE SEROTIPO IB
AUXOTIPO SEROvAR AUXOTIPO SEROVAR
CEPAS CEPAS
-ARG.-HYX pyst 1 <2> •MET rop 1 <4>
x 1 ropt 3
-AHu rpyst 1<1> -PAHU rpyust 1<1>
-ARG,-MET ropt 142> -PRO,-ARG opt 4<48>
rpt 1 opvt 1
-ARG opst 1(22> opyt 4
opt 3 oyst 1
opyst 3 pyst 3
opyiivt 1 pyust 1
oye 1 pyuvt 3
rop 1 pyvt 1
ropst 1 ropst 1
ropt 7 ropt 7
ropvt 1 ropyt 5
ropyt 1 ropyiist 3
ropy’jt 1 ropyut 1
x 1 ropyvt 1
-HIS opt 1<5> rpt 1
oye 1 rp~ust 1
r 1 rpytiv$t 1
ropyt 1 rpyuvt 1
rpyut 1 x 4
-HYX oye 1(15> xlv 1
oyt 1 vn 1
pyt 1 yuvt 2
pyuvt 1 -PAH opyut 113>
ropt 1 pyuvt 1
ropyst 1 ropvt 1
ropyust 1 -PROrHYX opt 2<18>
rpyust 2 opyst 1
x 5 opyust 1
xlv 1 opy,.jvt 1
-lEu opyt 1 <3> opyvt 1
ropí 2 pyst 1
•L15 opí 2(24> pyuvt 1
opyst 1 pyvt 1
oye 1 ropt 2
pyst 3 ropyt 2
pyust 1 ropyiit 1
pyuvt 3 rpyt 2
ropí 1 rpyust 2
ropyut 1 •PRO,-LEU opt 1 <2>
rpyust 1 rop - 1
rpyut 1 •PRo,-MET ropt 1 <41
x 3 rpyt 1
xlv 4 rpyust 2
yvt 2 -PRO.-V pyuvt 1(1>
163
ClON ENTRE AUXOTIPOS Y SEROVARIEDADES EN CEPAS DE SESOTIPO IB
EROVAR Ef AUXOTIPO SEROvAR
CEPAS CEPAS
jet 1<199> opyt 1<5)
15 rop 1
.ut 1 rofl 1
Nt 4 rpyuvst 1
‘yet 3 rpyuvt 1
It 3 PROTOTR. o 2<679>
~~jst 4 op 1
-Alt 2 opoyut 1
íuvt 12 opst 7
1 opt 37
1 opt¿fl 1
¡st 1 optil 1
‘st 4 opvt 6
.¿st 10 opyut 14
.jt 1 opyuvt 1
.jvt 20 opyt 11
It 3 opyu 1
8 opyust 4
~st 4 opyut 3
31 opyuvt 14
5 opyv 1




it 2 ot 1
‘yst 3 ovst 1
-‘vt a oye 18
.yti 1 oyst 1
‘yust 1 oysv 1
Alt 1 O~~JVS 1
1 oyuvt 1
tun 2 oyvst 1
tvt 2 puv 1
1 ptin 1
3 pyst 7
‘st 1 pyust 6
• 3 pyut 1
.¿st 7 pyuvt 31
.ivst 1 pyvt 6
.avt 1 rop 27













-PRO rut 3 (3>







































TABLA XXXII. DIsTRIBtJcIoN DE CLASES <AIS> ENTRE LAS CEPAS Pen DE SEROTIPO lA
AUXOTIPOS SEROVAR __
CEPAS
-AHU r 1 (1>





-LIS rut 2 <25
•PRO,-ARO rut 1<1>
-PRo,-HYX y 1 <1>










TABLA XXXIII. DISTRIBUCION DE CLASES (AIS> ENTRE LAS CEPAS Pen DE SEROTIPO IB
AUXOTIPO SEROVAR r AUXOTiPO SEROVAR __
CEPAS CEPAS
-ARG.-MET ropyut 1<13 -PRO.-HYX opí 1<33
PAHU pwvt 1 <2> opyvt 1
rpyiist 1 ropt 1
-PRO,,-LEu opt 1(1> -v ropt 1<23
-PRO,-MET rpyt 1(1> rpyuvt 1
-PRO opst 1(50> PROTOIR. opyut 1<128>
opí 4 opst 3
opvt 2 opt 6
opyt 1 opvt 1
opyust 3 opyut 4
opyut 1 opyt 2
opyuvt 1 opyvvt 4
opyvt 1 os 1
pyet 1 Oyst 1
pwst 4 oyuvt 1
pyuvst 5 puvt 1
pyvt 1 pyst 2
rop 1 pYuut 3
ropí 7 PWVt 4
ropis 1 pyvt 1
ropuvt 1 rop 7
ropvt 1 ropt 17
ropyt 3 roput 2
ropyu 1 ropuvt 2
ropyvt 1 ropvt 1
rpyt 1 ropyst 1
x 3 ropyt 10
vuvt 4 ropyust 4
yvt 1 ropwt 2
-ARG opyst 2 <4> ropyuvst 2
ropí 1 ropyvt 2
x 1 rot 1
-MIS r 1(2> rpt 7
ropyt 1 rput 1
pyt 1 (3> rpyst 2
ropyet 1 rp~ 1
X 1 rpyust 8
-LIS opt 1 (5> rpyuvt 2
pyst 2 rst 1
pyiist 1 rWst 1
PWVt 1 X 8
-PRO,-ARG opí 2(16> xl..’ 4
Oyut 1 Vs 1
pyuvt 2 yst 1
ropst 1 yuvt 5
ropyt 3 NO AUX. ropst 1 <3>
ropyust 2 ropyt 1





En las Tablas XXXIV y XXXV se presenta la distribución de Clases
(A/S) de las cepas resistentes a tetrac¡clina con sebotipo lA y IB respectivamente.
La distribución por serotipos de las cepas resistentes a tetraciclina
(Tetí no presentó diferencias significativas cuando se comparó con las cepas
sensibles (Tet9.
En cuanto a las Clases (A/Sí en las cepas con serotipo lA no hay
diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos de cepas Tet y Ter.
Sin embargo en el grupo de cepas con serotipo IB nuevamente la Clase mayoritaria
dentro de las Tet es la es la Prototr/oys que junto con la Prototr/ys alcanzan una
frecuencia mucho mayor que en el grupo de las Ter (PcO.01>.
6.2 Combinación del Análisis Multienzimático con la Auxotipia y las
Serovariedades
6.2.1 Serovariedades y Tipos Electroforéticos
En las Tablas XXXVI y XXXVII se puede observar la distribución de
las serovariedades de las cepas con serotipo lA y IB en los diferentes Tipos
Electrofcréticos.
El serotipo lA y IB se reparten de forma más o menos homogénea
a lo largo del dendrograma (Figura 191, sin embargo encontramos másacumulación
de cepas con serotipo IB en el “cluster” II, en el que sólo un 1.1% de las cepas
son de serotipo lA.
En cuanto a las serovariedades, encontramos que la misma
serovariedad aparece distribuida en diferentes TEs y que varias serovariedades
distintas forman parte de un mismo TE.
Hay que destacar que las cepas con serovariedad lA/y y IA/v/x sólo
aparecen en el “cluster”l. Entre las cepas con serotipo IB las IB/rpt, IB/rpyt y
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IB/rpyust sólo aparecen en el “cluster”l. En ambos casos son grupos con un
número suficientemente alto de cepas como para que pudieran aparecer en los dos
“clusters”.
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-HIS rout 1 <2>
vlX 1
-us ~et i ni




-PAHU re 1 <2>
Y 1















NO AUX. n 1(2)
y 1
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TABLA XXXIV. DISTRISUCION DE CLASES (AIS> ENTRE LAS CEPAS T.t’ DE SEROTIPO IB
AUXOTWO SEROVAR N AUXOTIPO sEnovAR Ef
CEPAS CEPAS
-ARG,-HYX pyst 1<2> -PRO yv-t 1
X 1 yiavst 1
-ARG oye 1<5> PROTOTR. opst 1(157>
ropt 1 Opt 11
ropvt 1 oput 1
topyi¡t 1 opvt 4
X 1 Opyet 8
-HYX pyt 1<1> opyt 8
-LEU opyt 1<1> opyust 2
-Lis opt 1<4> opyut 1
opyst 1 op~e 1
oyu 1 cts 1
x/v 1 ovst 1
•MET ropt 1<1) oye 16
•PRo.-ARG opvt 1(12) oye: 1
opyt 3 oyuv 1
pyt¡st 1 oy~jvu 1
pyuvt 3 puv 1
ropu 2 pyut 1
rcpyvt 1 pyijst 1
x 1 pyut 1
-PAHU opyut 1(11 PVtJVt 14
-PRO,-HV)C opyust 1 (5> pyv-t 1
OPWVI 1 rop 3
~yvt 1 ropst 1
rpyt 1 ropí 11
rpyust 1 ropuvt 1
-PRo,-LEU rop 1(1> ropvt 1
-PRo,-MET ropt 1(1> ropyst 6
-PRO opst 1<71> ropyt 3
opí 4 ropyust 4
opvt 2 ropyu: 2
opyst 2 ropyuvst 1
opyt 3 ropyuvt 1
opyust 2 ropyv 2
Opyuvt 1 rot 1
opyvt 1 rpyut 6
pyst 3 rpyust 4
pyust 6 rpyuvt 2
pyut 1 ryijst 1
pyuvt 7 x 1
rop E xlv 9
ropt lo Vs 11
ropia 2 vn 1
ropuvt 1 vise: 1
ropvt 2 yuvt 6
ropyst 1 opyt 1 <2>
ropyt 1 rpyuvt 1










TABLA XXXVI. RELACION ENTRE SEBOvARIEDADEs Y TEa EN CEPAS DE SEROTIPO lA




it 13 1(3> 3
25 1
42 1
rot 10 1<4> 2
28 3









































TABLA xxxv». REL4CJON ENTRE SEROVARIEDADES Y TEa EN CEPAS DE SEROTIPO IB
8EHOVAR Ig PC
CEPAS



































































































































































TABLA XXXVU. HELAdOr> ENTRE sEROVARIEDADES Y TE, EN CEPAS DE SEROTIPO IB
SEHOVAR Ef PC TEa SEROVAR fl Ef
CEPAS CEPAS
ropyust 3 1 (3> 3 rpvuvt 7 1 (23 2
32 1 24 1
33 1 x 22 5<13> 5
ropyut 3 1 (2> 2 23 1
25 1 24 3
ropyuwt 17 1(3> 3 32 1
29 1 40 3
45 1 xlv 3 1(7> 6
ropyuvt 23 1(1> 1 11 1
ropyvt 2 1(4> 3 13 1
25 2 22 3
32 1 24 1
rp 39 1<19 1 ye 25 1(39 3
mt 2 1(6> 6 39 1
14 1 46 1
24 1 yst 25 1(1>
28 1 yuvt 2 2(16> 11
32 1 7 1
33 1 13 1
mut 28 2<2> 1 14 1
,pvt 32 1<1> 1 24 1
rpys 17 1<1> 1 35 3
rpyst 17 1(5> 4 38 1
24 2 . 39 1
33 1 40 1
40 1 43 1
rpyt 4 1<79 6 45 3
7 1 yvt 4 1(5> 5
17 1 7 1
23 2 24 1
25 1 35 1
36 1 38 1
rpyij 11 1(3> 2 yuvst 7 1<1>
14 2











6.2.2 Auxotipos y Tipos Electroforéticos
En la Tabla XXXVIII se puede apreciar la distribución de los
auxotipos encontrados en los distintos TEs.
Los auxotipos se reparten de una manera homogénea a lo largo de
los TEa. Sm embargo hay que destacar que en el TE 13 no aparecen cepas con
auxotipo Prototr, estando constituido exclusivamente por cepas -Pro y -Pro,-Arg;
igualmente el TE 44 del cluster” II está integrado solamente por cepas de
auxotipo -Pro.
A lo largo del dendrograma (Figura 19>, aparecen algunos TEs que
están formados sólo por cepas de auxotipo Prototr. estos TEs son el 3, 18, 35, 38
y 46.
6.2.3 Clases (AIS) y Tipos Electroforéticos
En la tabla XXXIX y XL se observa la composición de los TEs en
función de las Clases (A/S) en cepas con serotipo lA y IB respectivamente.
No se observa ninguna relación entre las Clases (A/S> y los TEs.
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TABLA XXXVIII. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y TEs
~uxorpo fl Ef PC TEs AUXOTIPo 3 Ef r TEs
CEPAS CEPAS
-ARG,-MET 2 1<1> 1 -PRO 1 2(74> 28
-ARO 2 1<91 7 2 11
9 1 4 1
21 1 6 1
23 1 6 4
26 1 7 4
27 1 8 3
31 3 13 4
-1.415 33 1<2> 2 14 2
40 1 16 1
-HYX 24 3<7) 4 17 1
25 2 22 3
28 1 23 5
39 1 25 2
-LEU 25 1(1> 1 26 2
-LIS 4 1(5> 4 27 1
7 2 28 4
11 1 29 3
32 1 30 1
2 1(3> 3 31 3
8 1 32 2
23 1 33 3
-PRO,-ARG 2 3<193 15 36 1
6 1 40 3
9 1 41 2
13 1 43 1
15 1 44 1
22 1 45 3
23 1 -v 7 1<3> 3
24 1 33 1







-PAHU 32 1 (1> 1
-PRO,-HYX 17 1(3> 3
23 1
26 1
-PRO,-lEu 24 141> 1
-PRO.-MET 4 1(1> 1
-PRO,-V 19 1 (2> 2
27 1
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TABLA XXXVIII. RELACION ENTRE AUXOTIPOS Y TEe
AUXOTIPO fl Ef ?VTEe
CEPAS

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1. ESTUDIO FILOGENETICO DEL GENERO NEISSERIA. UBICACION DE LA ESPECIE
AL GONORRHOFÁE MEDIANTE ANALISIS MULTIENZIMATICO.
Muchos de los estudios de polimorfismo enzimático realizados por
otros autores, se han llevado a cabo mediante electroforésis en geles de almidón.
El buen resultado de la electroforésis en este tipo de geles depende en gran medida
de la calidad intrínseca del propio gel de almidón, ya que al obtenerse a partir de
un producto biológico, no presenta una buena reproductibilidad y puede además
contener Contaminantes que influyan en la calidad de los resultados obtenidos.
Sin embargo, el gel de poliacrilamida al ser un polímero sintético de
un monómero de acrilamida, puede prepararse siempre a partir de reactivos
altamente purificados, aportando una excelente reproductibilidad al poderse
estandarizar las condiciones de polimerización.
En definitiva, los geles de poliacrilamida tienen la ventaja de ser
quimicamente inertes, estables en un amplio rango de pH. temperatura y fuerza
iónica, así como de ser transparentes (Hames, 1990).
Por los argumentos expuestos, nosotros hemos decidido emplear
geles de poliacrilamida. obteniedo una excelente resolución y reproductibilidad, lo
que concuerda con estudios previos realizados en N. meningitidis (Berión y cols.,
1992>
Los pragresos recientesde estas técnicas de análisis multienzimático
mediante electroforésis en gel han permitido cuantificar el cambio genético durante
el proceso de especiación. Antes de la aparición de estos métodos se disponía ya
de resultados que sugerían, que en la especiación podían intervenir un cierto
número de sustituciones alélicas, ya que era conocido que las especies, incluso las
mas próximas, eran genéticamente bastante diferentes <Ayala,1982>.
Se puede estimar la diferenciación genética entre dos poblaciones
estudiando en cada una de ellas una muestra de proteínas elegidas al azar. De esta
forma, los genes que codifican esas proteínas representan una muestra aleatoria
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de todos los genes que nos darán información acerca de la diferenciación entre
esas poblaciones. Por lo tanto, los resultados obtenidos en el estudio de un
número mas o menos reducido de locus pueden ser extrapolados al conjunto del
genoma.
A través de ¡os estudios de la variabilidad de las proteinas por
electroforésis podemos deducir las frecuencias alélicas y genotipicas en las
poblaciones.
Al comparar dos grupos de población es muy importante el análisis
de dos parámetros: 1> Identidad genética (1)1 es un indice de similaridad, que
expresa la proporción de genes idénticos en esas dos poblaciones y 2) Distancia
genética (DL que nos informa acerca del númerode sustituciones alélicas por locus
que se han producido durante la evolución de las dos poblaciones después de su
divergencia <Ayala y Valentine, 1979>. Estos dos parámetros se utilizan para medir
la diferenciación genética durante el proceso de especiación.
Así pues en este caso se ha pretendido analizar dicho proceso de
especiación dentro del género Neisseria con objeto de ubicar en el mismo a Al.
gonorrhoeae, los resultados obtenidos al realizar el estudio de polimorfismo
enzimático llevado a cabo entre las diferentes especies del género Ne¡sseria se
presentan en el apartado 51 de esta memoria.
Los datos electroforéticos nos indican que las especies de este
género se agrupan en das “clusters” mayoritarios <Figura 18). En el “ciuster” 1 se
incluyen Al. polysaccharea. Al. cunicuil. Al. lactamica. Al. cinerea, N. meningitidis
y Al. ganorrhoeae; en el “cluster” II encontramos las especies Al. perfiava/sicca, Al.
flava, Al. mucosa, Al. subflava, N. elongata, N. denitrificans y Al. macacee. Ambos
“clusters” se relacionan a una distancia genética de 0.86, lo que indica que se han
producido alrededor de 86 sustituciones alélicas en 100 locus, durante sus
evoluciones separadas. El indice de similaridad encontrado es de 0.22.
Si analizamos cada “cluster” por separado, observamos que las
especies que forman el “cluster” ¡se agrupan a una distancia genética de 0.59 (59
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sustituciones alélicas en 100 locus>, obteniéndose un índice de similaridad de 0.44
(44 % de genes idénticos>. Las especies que forman el “cluster” II se relacionan
a una distancia genética de 0.84 y obtenemos un indice de similaridad de 0.22.
El valor del indice de similaridad entre cepas de la misma especie
normalmente es más alto de 0.4, mientras que entre especies dicho valor es de
alrededor de 0.25 (Chung y cols., 1985).
Según este criterio lasespecies del cluster” 1 han resultado ser muy
parecidas ya que el indice de similaridad encontrado es prácticamente idéntico al
que se espera obtener en cepas que pertenecen a una misma especie. El valor del
Indice de similaridad entre los dos “clusters” coincide con el esperado entre
especies de un mismo género.
Esta clasificación obtenida al aplicar electroforésis de isoenzimas,
concuerda en su mayoría con los esquemas taxonómicos obtenidos a partir de
análisis bioquímicos o caracteres fenotipicos (Hoke y Vedros, 1992), por
comparación del genoma (Hoke y Vedros, 1992; Riou y Guibourdenche, 1987> y
los que se deducen a partir de medidas de distancia inmunológica (1-bIten, 1974>.
La única discrepancia que hemos encontrado es la ubicación de N.
cunicuil. Algunos autores han colocado a esta especie junto con Al. caviae y N.
ovis en el grupo de “falsas” neiserias (Hoke y Vedros, 1982). Nosotros hemos
encontrado que N. cunicuil se encuentra incluida en el “subcluster a” (Figura 18),
donde se presentan también N. po/y-saccharee. N. lactamica y N. cineree, con lo
que pensamos que esta especie debería situarse en el grupo de las “verdaderas”
neiserias: resultados similares han sido descritos con anterioridad (Chung y cois.,
1985>.
Admitiendo que aquellos aislados que difieren en no más de 2 ó 3
loci deben ser incluidos como miembros de un mismo clon (Selander y cols.,
1996), en nuestro estudio una distancia genética de 0.3 nos indica diferencias en
2 ó 3 loci.
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Según este criterio, dentro del “cluster” 1, hemos encontrado 18
clones, la mayoria de los cuales estarían formados a su vez por subolones. lo que
implicarfa que los TEs que forman los subclones pueden haber derivado de un
mismo clon ancestral; sin embargo en el “cluster” II y según la definición anterior,
obtenemos únicamente 4 clones, lo que indica que las especies que componen el
“cluster” 1 poseen una estructura de población más clonal que las especies del
“cluster” II. Este hecho coincide con lo expuesto anteriormente; mientras que las
especies del cluster” 1, presentan un 55 % de genes idénticos, las del cluster«
II únicamente presentan un 22 % de identidad.
Da los datos obtenidos en este estudio, deducimos que algunas
especies son geneticamente más homogéneas que otras; par ejemplo las cepas de
Al. gonorrhoeae se distribuyen en dos clones que se relacionan a una distancia
genética de 0.35 (35 sustituciones en 100 locus>, y un índice de similaridad de
0.67.
A la vista de todo lo anteriormente expuesto, podemos llegar a la
conclusión de que la electroforésis de isoenzimas es una herramienta útil para
diferenciar cepas y especies bacterianas que se encuentran estrechamente
relacionadas. Por ejemplo en la escala electroforética N. gonorrhoeae y Al.
meningitidis presentan un Indice medio de similaridad de casi 0.4 en la escala de
O a 1; lo que significa que más de la mitad de la escala es válida para diferenciar
estas dos especies. Por el contrario, el valor de hibridación de ADN entre esas dos
especies es del 80-go % (Hoke y Vedros, 1982>, lo que indica que solamente el
20 % de la escala de hibridación de ADN es útil para diferenciarlas.
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2. ESTADO ACTUAL DE LA RESISTENCIA DE AL GONORRHOEAE FRENTE A
ANTIMICROBIANOS EN ESPAÑA.
Desde 1943 en que se describe por primera vez el tratamiento de la
gonorrea con penicilina, con un porcentaje de éxito cercano al 100 % (Mahoney
y cols., 1943), hasta la actualidad, el panorama en cuanto a la sensibilidad de Al.
gonorrhoeae frente a penicilina ha cambiado dramáticamente; ya en 1 976, la
proporción de gonococos resistentes a este antibiótico oscilaba entre un 18-90 %
dependiendo de los diferentes lugares del mundo. El problema se agrava mucho
más cuando en 1976 se aislan por primera vez cepas de gonococo con alta
resistencia a penicilina codificada por plásmidos (Phillips, 1976).
A partir de ese momento hasta la actualidad se ha producido un
elevado incremento de cepas de gonococo resistentes a penicilina tanto por
mutación cromosómica como por producción de $-lactamasa. encontrándonos en
este momento con un 24.5 % de cepas resistentes por uno u otro mecanismo, con
lo que el empleo de este antibiótico en el tratamiento de la gonorrea quedaría
reducido a aquellos casos en los que se verifique la sensibilidad de la cepa
causante de la enfermedad.
A la vista de los resultados obtenidos en este estudio <Tabla IX), en
nuestro país encontramos una incidencia de cepas NGPP del 17.4 %, con una
distribución anual (Figura 1> en la que se llega al 34.7 % en 1991, siendo la tasa
más alta a lo largo de los 9 años estudiados.
En la distribución geográfica de cepas NGPP (Figura 2), observamos
que Cataluña es la Comunidad Autónoma que presenta un mayor número de
aislamientos de este tipo, coincidiendo con lo descrito en otros estudios anteriores
(Baró y cols., 1987; Bará y cols.. 1989). por otro lado Asturias y Baleares
presentan diferencias estadísticamente significativas con el resto de las
Comunidades, no conocemos cual es la causa de esta diferencia, aunque se
mantiene a Jo largo del estudio, lo que indicarla posibles diferencias en la
estructura de la población de los gonococos en estas Comunidades.
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En cuanto a la situación de las cepas no-NGPP, en la Tabla IX
podemos ver como los valores obtenidos de la CM160 (0.09 pg/ml> y la CM190 (0.42
pg/ml) son realmente muy elevados, coincidiendo con la tendencia generalizada
que se ha producido en otros paises en el aumento de la resistencia frente a
penicilina (Mavrommati y cols., 1988; Fekete y cols., 1989;lson y cols., 1990;
Lind y cols., 1991).
En la distribución anual (Figura 1), observamos que al igual que
ocurría con las cepas NGPP, es en el año 1991 donde se obtiene el porcentaje más
elevado (14 %> de aislamientos no-NGPP de los últimos años.
La distribución por Comunidades Autónomas refleja que no existen
diferencias en cuanto a la incidencia de cepas NGPP. exceptuando Aragón en
donde se obtiene el mayor porcentaje de este tipo de aislamientos, si bien, al ser
un número muy reducido de cepas y concentradas en un periodo de tiempo corto,
es dificil asegurar si es la situación real que se presenta en dicha Comunidad
Autónoma. De igual forma hay que reseñar el caso de Murcia, donde no
encontramos ninguna cepa resistente a penicilina por mutación cromosómica,
aunque el número de cepas que hemos estudiado haya sido pequeño.
La tetraciclina ha sido ampliamente utilizada en el tratamiento de las
uretritis, fundamentalmente en los casos en que no se podía realizar un diagnóstico
etiológico.
La sensibilidad de las cepas de gonococo a tetraciclina ha ido
disminuyendo a lo largo de los últimos años. Al igual que ha ocurrido con la
penicilina, N. gonorrhoeae ha ido desarrollando diferentes mecanismos de
resistencia frente a este antibiótico. Por un lado, y debido a los efectos aditivos de
de diferentes mutaciones cromosómicas. los gonococos han ido perdiendo
sensibilidad a tetraciclina: por otro lado en 1986 se describe la aparición de cepas
de gonococo con alto nivel de resistencia a tetraciclina codificada por un plásmido
de 25.2 Md (Morse y colt. 1986).
De los resultados obtenidos en este estudio, observamos que el
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porcentaje de cepas de gonococo resistentes a tetraciclina supone un 56.6 %
cuando nos referimos al total de cepas estudiadas (NGPP y no-NGPP). En la Tabla
X se presentan los resultados de sensibilidad a tetraciclina en cepas no-NGPP,
donde podemos ver un elevado grado de resistencia ya que el 22.7 % de los
gonococos no productores de $-lactamasa presentan resistencia frente a este
antibiótico <CMI ~ 1 pg/ml), con lo que su uso en el tratamiento de la infección
gonocócica estaría desaconsejado.
Estos niveles de resistencia se corresponden con los encontrados en
otros paises (Ison y cols., 1 987; Van Klingeren y cols., 1988: Lind y cols., 1991).
En la distribución anual de las cepas no-NGPP resistentes a
tetraciclina (Figura 1>, se observa un paralelismo en la evolución de la resistencia
a penicilina y tetraciclina, produciendose en 1991 el mayor número de aislamientos
NGRT al igual que ocurría con las cepas NGRPMC.
En cuanto a las cepas NGPP. la proporción de cepas resistentes a
tetraciclina supone un 42.1 %, bien por un mayor empleo de este antibiótico en
el tratamiento de la infección gonocócica producida por gonococos productores de
fl-lactamasa, bien porque la población de cepas NGPP española sea por naturaleza
más resistente a tetraciclina. Hay que reseñar sin embargo, el descenso paulatino
que se produce en estos aislamientos desde 1985 hasta 1988 llegando a ser en
este año de un 7.7 % el porcentaje de cepas NGPP resistentes a tetraciclina,
aunque en los años sucesivos se produce una rápida subida de cepas resistentes
suponiendo en 1991 un 693 %. Estos cambias serán analizados más adelante
junto con el análisis plasmídico de las cepas NGPP.
En la distribución geográfica de las cepas NGRT en las diferentes
Comunidades Autónomas (Figura 2>. destaca Aragón como la Comunidad
Autónoma que presenta un mayor número de aislamientos NGRT, aunque con la
misma salvedad mencionada para penicilina. Euskadi y Castilla-León son las dos
Comunidades con mayor porcentaje de cepas resistentes a tetraciclina con una
diferencia estadísticamente significativa <p <0.01> con el restode las Comunidades
Autónomas.
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Debido al elevado número de cepas resistentes a tetraciclina por
mutación cromosémica, el tratamiento de la gonorrea con este antibiótico no es
indicada.
Los resultados de sensibilidad a espectinomicina se pueden ver en
la Tabla Xl donde no se observan grandes diferencias en los valores de la CM150 y
CM190 en los dos grupos de cepas estudiados, NGPP y no-NGPP, a ¡alargo de estos
añas.
Aunque en otros paises se han descrito cepas de N. gonorrhoeae
resistentes a espectinomicina (Ison y cols., 1987: Schwarcz y cok., 1990),
nosotros no hemos encontrado ninguna cepa resistente a este antibiótico.
La cefoxitina es un antibiótico que se recomienda en el tratamiento
de la gonorrea, sobre todo en aquellos lugares donde se presenta una elevada
incidencia de cepas NGPP (CDC. 1997).
En el conjunto de las cepas no-NGPP, los valores de la CMl50 y CM!90
son 0.26 y 0.87 pg/ml respectivamente (Tabla XII>, los cuales están en
consonancia con lo descrito por otros autores (Monayar y cols.. 1997; Fekete y
cols., 1989).
Hay que destacar el aumento progresivo de cepas con una CMI
comprendida entre 1-4 pg/mI, valores éstos considerados por algunos autores
como correspondientes a cepas resistentes <Schwarcz y cois., 1990>; 1983 y
1991, son los años donde se obtienen más aislamientos con un valar de CMI entre
1-4pg/ml, correspondiendo con el mayor número de cepas NGRPMC: este hecho
concuerda con lo descrito por algunos autores ya que las mutaciones responsables
de la resistencia a penicilina (pen A>. también confieren una disminución en la
sensibilidad a las cefalosporinas de segunda y tercera generación (Fekete y cols.,
1989; Ison y cols.. 1990>.
En el conjunto de cepas NGPP (Tabla XII>. observamos una tendencia
de los valores de la CM150 y CM190 a disminuir, aunque en 1991 se produce una
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brusca subida de estos valores, siendo en este año cuando se obtienen más
aislamientos de gonococo con una CMI comprendida entre 1-4 pg/ml.
Como ya indicamos en el apartado de Resultados, hemos incluido en
esteestudio los resultados de sensibilidad a ceftazidimaen cepas NGPP y no-NGPP
hasta el año 1989, debido a que al no emplearse demasiado en el tratamiento de
la infección gonocócica, decidimos incluir en su lugar el estudio de sensibilidad a
ceftriaxona, ya que este antibiótico se emplea de forma más generalizada.
Unicamente reseñar que los valores de la CM150 y CM190encontrados,
tanto en cepas NGPP como en no-NGPP han sido muy bajos y muy similares a lo
largo de los años estudiados <Tabla XIII>, no encontrándose ninguna cepa con un
valor de CMI supeior a 0.12 pg/ml.
Los resultados de sensibilidad a ceftriaxona se presentan en la Tabla
XIV, donde observamos como los valores de la CM!50 y CM!90 en cepas no-NGPP,
no han sufrido grandes variaciones en el muestreo de cepas que hemos llevado a
cabo en este estudio, encontrándose unos valores muy similares en las cepas
NGPP correspondientes a los 3 años analizados.
No hemos encontrado ninguna cepa con un valor de la CMI>0.06
pg/ml, sin embargo cepas con una CMI>O.O6pg/ml, que se consideran de
susceptibilidad intermedia, ya se han aislado en nuestro país (Perea y cols.. 1991).
Como ya hemos comentada anteriormente, los gonococos
resistentes a penicilina por mutación cromosómica, presentan también una
disminución en la sensibilidad a cefalosporinas. con lo que el incremento en el uso
de este antimicrobiano para el tratamiento de la gonorrea podrfan provocar un
aumento en los niveles de resistencia a este antibiótico.
Se ha sugerido el empleo de las quinolonas, en particular la
ciprofloxacina y la norfioxacina, como método alternativo en el tratamiento de la
infección gonocócica (CDC. 1990) por lo que decidimos llevar a cabo un muestreo
de sensibilidad a ciprofloxacina en cepas no-NGPP pertenecientes a los 9 años
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estudiados; los resultados de sensibilidad a este antibiótico se reflejan en la Tabla
XV.
Los valores de la CM!50 y CM190 han sido de 0.002 y 0.01 pglml
respectivamente. Este valor de la CM150 coincide con lo descrito por otros autores
(Gransden y cola., 1991>, aunque nosotros encontramos un valor de la 0M190 más
elevado. Esto nos indica una mayor presencia en nuestro país de cepas con
sensibilidad disminuida a ciprofloxacina.
Hay que reseñar la aparición de cepas no-NGPP (3 %> con un valor
de la CMI entre 0.06-0.25 pg/ml, consideradas por algunos autores como
moderadamente resistentes e incluso resistentes, apareciendo en este estudio este
tipo de gonococos ya en 1984 (Turner y cols., 1990>.
En 1990 se describen cepas de gonococo resistentes a
ciprofloxacina (Turner y cols.. 1990>, con lo que el empleo de este antibiótico
pudiera no responder a las iniciales perspectivas suscitadas.
Al comparar la sensibilidad a penicilina frente al resto de los
antibióticos utilizados en este estudio, se obtiene que el más alto nivel de
resistencia cruzada, se presenta entre penicilina y ceftazidima con un coeficiente
de correlación de Pearson de r=0.65; siendo este valor de r=0.58 con
ceftriaxona, r=0.42 con tetraciclina y r=0.49 con cefoxitina. La menor
resistencia cruzada corresponde a penicilina con ciprofloxacina (r= 0.2) (Figura 3>,
que si bien es estadísticamente significativo, sugiere una asociación poco
relevante, lo que en principio era de esperar por el diferente mecanismo de acción
de ambos antimicrobianos.
Los coeficientes de correlación que hemos obtenido son
estadisticamentesignificativos (p <0.01), excepto en el caso de la espectinomicina
(r=0.06>, este valor nos indica una escasa resistencia cruzada con penicilina, lo
cual al iguai que en el caso anterior era de esperar debido a los diferentes
mecanismos de resistencia que presentan los dos antibióticos.
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Estos resultados concuerdan con lo descrito por otros autores (Bará
y cola., 1999; Ison y cola.. 1990>: sugiriendo así mismo que debe existir
probablemente un mecanismo de resistencia común en el que estarían implicados
los cambios en la permeabilidad de la membrana externa de los gonococos.
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3. APLICACION DE MARCADORES FENOTIPICOS; AUXOTIPIA Y
DETERMIIUACION DE SEROVARIEDADES
La auxotipia ha sido el primer método utilizado en la tipificación de
las cepas deN. gonorrhoeae, y fué desarrollado por Catlin en 1973. En el presente
estudio el número de auxotipos diferentes que hemos encontrado ha sido 22,
siendo el prototrófico y prolina dependiente, los obtenidos con mayor frecuencia
(59 % y 22.9 % respectivamente>, el resto de auxotipos han tenida una escasa
representación de cepas (Figura 13>, es decir, solamente 2 auxotipos concentran
más del 81.9 % de las cepas. En otros paises la distribución de auxotipos es muy
similar a la obtenida en este estudio (Mavrommati y cola.. 1999; Ison y cola..
1990; Lind y cols., 1991>
En la distribución anual de auxotipos (Figura 14>, se reproduce la
situación que acabamos de comentar; hay que reseñar una cierta tendencia a
disminuir el auxotipo -Pro a partir del año 1 987. mientras que el auxotipo -Pro, -
Arg ha sufrido un ligero incremento en los últimos años. También observamos
como el porcentaje de cepas no auxotipables ha ido en aumento desde 1984 hasta
1990, aunque en 1991 la frecuencia de este tipo de cepas supone únicamente un
0.5 %.
En la Figura 15 se presenta la distribución geográfica de los das
auxotipos más frecuentes encontrados en este estudio. Las cepas prototróficas
han tenido una mayor presencia en Baleares y Asturias con una diferencia
estad(sticamente significativa (pcO.01> con el resto de las Comunidades. En
Murcia, no encontramos ninguna cepa -Pro, aunque pueda ser debido al escaso
número de cepas estudiadas. Es destacable el porcentaje tan bajo de cepas -Pro
encontradas en Baleares. En el caso de Asturias y Baleares esto implicaría una
mayor homogeneidad de las poblaciones desde el punto de vista de la auxotipia.
A la vista de los resultados que hemos obtenido en cuanto a la
escasa variación en el número de aislamientos de diferentes auxotipos, es
aconsejable que la auxotipia se emplee siempre en combinación con otros
marcadores, especialmente la serotipia. con lo que se consigue una mayor
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discriminación en las cepas de A’. gonorrhoeae.
Al realizar la serotipia en las cepas de gonococo incluidas en esta
memoria, observamos que el serotipo mayoritario ha sido el lB (74.6 %) (Figura 4>;
esta distribución coincide con lo descrito por otros autores (Ison y cols.. 1990>.
La frecuencia de serotipos en las diferentes Comunidades Autónomas es un reflejo
de la situación descrita anteriormente, sin embargo es reseñable la escasa
proporción de cepas de serotipo lA que encontramos en Baleares.
En la determinación de serovariedades en cepas de serotipo lA,
encontramos 16 serovariedades distintas, siendo mayoritarias la IA/rst (47.9 %)
¡unto con la lA/y <24.5 %> (Figura 5>, en lo que se refiere a la distribución global
de cepas (no-NGPP y NGPP>. Dentro de las cepas no-NGPP. la distribución que
encontramos es muy parecida a la global, aunque hay que destacar una menor
presencia en este grupo de las cepas lA v/x. En el conjunto de las cepas NGPP los
gonococos lA/y y lA v/x son más abundantes que en e! total de cepas.
Las cepas de serotipo IB se distribuyen en 83 serovariedades
distintas siendo 8 las más frecuentes <Figura 6). Es reseñable el descenso en la
frecuencia de cepas iB x/v dentro del grupo de cepas no-NGPP en relación al total
de cepas, así como la mayor presencia de gonococos IB x/v y IB/pyuvt dentro del
conjunto de las NGPP. Hay que destacar que mientras que el número de
serovariedades en cepas de serotipo lA se mantiene más o menos constante a lo
largo de estos años, en el caso de las cepas de serotipo IB se produce un
incremento importante en el periodo de tiempo estudiado, lo cual implica una
mayor variabilidad de las cepas de serotipo IB. Hay que resaltar el incremento de
cepas IB/oys y IB/ys que han supuesto en 1991 el 10 % y el 6.9 %
respectivamente, produciendose un descenso paulatino a lo largo de estos años
en la frecuencia de cepas IB/x y IB/rpyst.
Dentro del grupo de cepas NGPP, la presencia de gonococos IB/oys
se ha ido haciendo cada vez mayor, suponiendo en 1991 practicamente el 20 %
del total de cepas NGPP de serotipo IB. mientras que las cepas IB/ropt y IB x/v han
sufrido un notorio descenso dentro del conjunto de gonococos NGPP.
196
Cuando analizamos las relaciones que se producen entre los
auxotipos y serotipos de las cepas incluidas en esta memoria, encontramos que
el auxotipo -Pro se asocia significativamente (p<O.Ol> al serotipo lA, esto explica
que la presencia de cepas de serotipo lA prototróficas sea menor. La asociación
de cepas de serotipo lA con los 16 auxotipos encontrados da lugar a 63 clases
(AIS> (Tabla XXIX>. Sin embargo, como ya hemos comentado en el apanado 6.1,
más del 50 % de las cepas se distribuyen en 3 clases mayoritarias; una mayor
variabilidad encontramos en las cepas de serotipo IB, donde los 21 auxotipos
distintos obtenidos dan lugar a 234 clases lo que supone casi cuatro veces más
que en el caso de las cepas lA aunque las 5 clases mayoritarias no engloban más
que aproximadamente al 30 % de los gonococos. No hemos encontrado una
relación exclusiva entre auxotipos y serovariedades aunque como acabamos de
decir existen asociaciones más frecuentes entre algunos auxotipos y
serovariedades.
Las asociaciones entre resistencia a antimicrobianos y determinadas
clases (A/SL. ya ha sido descrita con anterioridad (Bygdeman y cola.. 1982) y
permite de alguna forma controlar y predecir la evolución de la resistencia en
función de los datos obtenidos en la población de gonococos. En la distribución por
serotipos en las cepas con distintos niveles de sensibilidad a penicilina (Pen’, Pen’
y Penr>, observamos una mayor relación del serotipo IB con las cepas que
presentan algún nivel de resistencia a penicilina. Cuando analizamos las clases
(A/S), en el serotipo lA no encontramos diferencias significativas en los tres grupos
de cepas con distintos niveles de sensibilidad a penicilina, sin embargo en las
cepas de serotipo IB, si obtenemos asociaciones entre algunas clases y la
resistencia a este antibiótico. En el grupo de las Pen’ las clases Prototr/oys. -
Pro/rop y -Pro/opyuvt son más abundantes en este grupo que en las Pen’ y las
Pen~ <pc0.01) (Tablas XXXI. XXXII y XXXIII>.
En cuanto a la distribución por serotipos de las cepas resistentes a
tetraciclina, no se encuentran diferencias significativas al comparar los dos grupos
de cepas Tet’ y Tett igualmente no hay d¡ferencias en las cepas de serotipo lA en
esos dos grupos de cepas: sin embargo si encontramos una clara relación entre los
gonococos Prototr/oys y Prototr/ys y la resistencia a tetraciclina ya que alcanzan
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una proporción mucho mayor que en el grupo de las Tet’ (pC0.Ol>. Hay que
destacar que, como hemos dicho anteriormente, este tipo de gonococos de la
clase Prototr/oys y Prototr/ys en 1991 suponen el 10 % y el 6.9 %, siendo
además más abundantes en el grupo de las Pen’ y Tef.
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4. ANALISIS DE LAS CEPAS DE N. GONORRHOEAS PRODUCTORAS DE
PENICILINASA MEDIANTE PLASMIDOTIPIA Y ANALISIS MULTIENZIMATICO
La frecuencia de los distintos tipos de plásmidos (Figura 16) que
hemos encontrado en este estudio concuerda con lo descrito por otros autores
(Noguelia y cols..1990>, sin embargo en otros paises se producen situaciones
diferentes <Monayar y cola., 1987: Mavrommati y cok., 1988>.
En este estudio queda reflejado un interesante cambio en el perfil
plasmidico a partir de 1986, ya descrito anteriormente por el Laboratorio de
Referencia de Gonococos del Centro Nacional de Microbiología (Berrón y cols..
1998>. Hasta 1986 el plásmido de 4.5 Md (tipo asiático) con o sin plásmido
conjugativo o de transferencia (24.5 Md) fue el más frecuentemente encontrado
en las cepas NGPP, sin embargo a partir de 1986, cepas de gonococo con
plásmido de tipo africano <3.2 Md>, han sido las más abundantes; no obstante
parece existir una cierta tendencia a que se equilibre la frecuencia de estos dos
tipos de plásmidos (Figura 16), esto es indicativo de la gran movilidad que
presentan cepas y plásmidos y la poca estabilidad de las poblaciones.
La proporción del plásmido de 24.5 Md en las cepas con plásmido
de 4.5 Md es bastante estable en el periodo de tiempo analizado; sin embargo a
partir de 1987 la frecuencia de cepas con plásmido de 3.2 Md y que además
poseen el de transferencia se ha ido incrementando, con lo cual dada la alta
incidencia de cepas NGPP en nuestro país, puede ser preocupante esta elevada
incidencia del plásmido conjugativo, por su potencial papel como transmisor de
plásmidos de resistencia.
Hemos observado que existe una coincidencia entre el aumento de
cepas resistentes a tetraciclina y la mayor presencia del plásmido de 4.5 Md
(Figura 17); los años en los que la frecuencia del plásmido africano ha sido mayor
hemos encontrado un menor número de cepas resistentes a tetraciclina. Esto no
debe tener relación con el tipo de plásmido. sino que pensamos que de una manera
casual, la población de cepas con el plásmido de 4.5 Md es naturalmente más
resistente.
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Durante 1986 y 1987, de 74 cepas NGPP con plásmido de 3.2 Md
estudiadas en nuestro laboratorio, el 51.3 % pertenecían a la clase Prototr/AvBx.
A partir de 1988 este tipo de aislamientos ha ido descendiendo. Por ello.
pensamos que el cambio en el perfil plasmídico podría ser causado por la
introducción en nuestro país de este tipo de cepas (Berrón y cola., 1988).
Al hacer un estudio de polimorfismo enzimático en 38 cepas de la
clase Prototr/AvBx de las cuales 19 eran NGPP con el plásmido de 3.2 Md y 19
no-NGPP, encontramos que estas cepas se agrupan en 3 TEs distintos (Figura 20>.
Al TEl pertenecían la mayoría de las cepas NGPP, mientras que las
no-NGPP se agrupaban en el TE2; el TES estaba formado por una sola cepa NGPP.
La diversidad genética encontrada es de 0.235, lo que indica que
estas cepas de gonococo forman un grupo con poca variabilidad genética, siendo
similar a la encontrada en otras especies bacterianas que presentan una diversidad
genética parecida (Ochman y cola., 1983: Selander y cola., 1985>.
Actualmente las cepas Prototr/AvBx no son frecuentes entre las
cepas NGPP. A la vista de los resultados obtenidos al aplicar la electroforésis de
isoenzimas, pensamos que pudieran haber sido las responsables en el cambio del
perfil plasmídico observado a partir de 1986.
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5. AFLICACION DEI. ANALISIS MULTIENZIMATICO EN LOS GRUPOS DE CEPAS
DE GONOCOCO CON DIFERENTES NIVELES DE RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS
Las 354 cepas de N. gonorrhoeae no productoras de fl-lactamasa
con diferentes niveles de sensibilidad a penicilina (Pen’. Pen«’ y Penl. incluidas en
esta memoria se han agrupado en 46 TEs diferentes (Figura 19).
La diversidad genética media entre TEa y aislados ha resultado ser
muy similar de 0.26 y 0.27 respectivamente; la proporción de alelos por enzima
ha resultado ser de 2.07.
Los 46 TEa encontrados se han agrupado en 2 clusters”
mayoritarios: el “cluster” 1 comprende 37 TEs y engloba al 87.3 % de las cepas,
mientras que el “cluster” II está formado por 9 TEa, que suponen el 12.7 % del
total de cepas incluidas en el estudio. Ambos “clustera” se relacionan a una
distancia genética de 0.35 <35 sustituciones alélicas en 100 locus). presentándose
un indice de similaridad de 0.75 <75 % de genes idénticos).
Analizando cada “ciuster” por separado encontramos, que el
“cluster” 1 a su vez está formado por los “subclusters” A, B, C, D y E. En la Figura
19 podemos ver que de los 12 TEs que constituyen el “subcluster” A, dos de ellos
están formados por cepas con serotipo lA. 6 por cepas IB y 4 constituidos por
cepas de ambos serotipos.
En el “aubeluster” E. se incluyen 6 TEs, de los cuales 2 están
representados por cepas de serotipo lA, 2 por cepas IB y otros 2 por cepas de los
dos serotipos.
El “subcluster” C formado por 2 TEa, en los cuales solo se incluyen
cepas de serotipo lA.
Al ‘subcluster D pertenecen 10 TEa, 3 integrados por cepas de
serotipo lA. 2 por cepas IB y en el resto se encuentran cepas de los dos serotipos.
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El “subcluster” E constituido por 7 lEs, 3 de los cuales incluyen
cepas de serotipo lA y IB, 3 de serotipo IB y 1 lA.
El “cluster” II está integrado por 9 lEs, 7 de ellos son de serotipo
IB. 1 de serotipo lA y 1 formado por cepas de ambos serotipos.
Si admitimos que aquellos aislados que difieren en no más de 2 ó 3
Ioci, deben ser incluidos como miembros de un mismo clon (Selander y cola.,
1986>, en nuestro caso una distancia genética de 0.18 nos indica diferencias de
2 loci, con lo que las cepas no-NGPP incluidas en este estudio se agrupan en 11
clones distintos, los cuales a su vez están formados en la mayoria de los casos por
subclones.
Según este criterio, se puede admitir que los TEa que constituyen
esos clones son reconocidos como subclones derivados de un mismo clon
ancestral.
En cuanto a la distribución de las cepas con distintos niveles de
resistencia a penicilina y tetraciclina en los distintos TEs, encontramos que las
cepas Pen’ no se distribuyen de una forma homógenea en los diferentes
“subclusters, sino que por el contrario, este tipo de aislamientos se agrupan en
3 “subclusters” de los anteriormente descritos. En el “subcluster” A se presenta
el 37.5 % de las cepas resistentes a penicilina y el 27.2 % de las resistentes a
tetraciclina.
El “subcluster” D agrupa al 16.7% y 29.9 % de cepas Pan’ y Tet’
respectivamente.
En el “cluster” II se incluyen el 45.5 % de las cepas Pen’ y el 26 %
de las Tef.
En el “subcluster” C, no aparece ninguna cepa resistente a penicilina
ni a tetraciclina. En los “subclusters” B y E; hallamos un porcentaje muy bajo de
cepas Tetr (7.1 % y 9.1 %, respectivamente>, no encontrándose ninguna cepa
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Pen’. Es decir, estos “subcluster” estarían conformados por cepas de gonococo
con mutaciones tet pero no pen A, pen B o mtr.
Ya que la distribución de las cepas Pen’ no es homogénea en todo
el dendrograma, esto significa que la resistencia no está “universalmente”
repartida. En el caso de N. nieningitidis se ha llegado a la conclusión de que la
aparición de la resistencia a penicilina no ha tenido lugar en un solo clon residente,
ni se ha debido a la introducción de un nuevo clon (Berrón y cola., 1992). En el
caso de N. gonorrhoeae, no parece que haya clones exclusivos en la población
resistente; la resistencia moderada a penicilina si se encuentra ampliamente
distribuida, debido posiblemente a que ha transcurrido un buen número de años
desde su aparición, habiendo sido la transmisión fundamentalmente horizontal. Lo
mismo sucede con la resistencia a tetraciclina. Sin embargo las cepas Pen’ se
encuentran concentradas en algunos “cluster’, bien porque este nivel de
resistencia ha aparecido más recientemente, bien porque en este caso la
transmisión este sucediendo de una forma vertical más que horizontal.
La distribución anual de las cepas incluidas en esta memoria en los
diferentes TEa, nos indica que se realiza de una forma homogénea, ya que cada TE
está formado por cepas aisladas en distintos años; sin embargo el “cluster” II está
integrado por cepas de N. gonorr/ioeae que corresponden al periodo de tiempo de
1983- 1986. Hasta 1991 no vuelven a aparecer 2 cepas incluidas en este
“cluster”.
La distribución de los TEa en las diferentes Comunidades Autónomas
(Tabla XXVI), nos indica que cada Comunidad Autónoma viene representada por
diferentes lEs: sin embargo ha habido lEs que han agrupado un mayor número de
cepas en cada una de ellas.
Hemos descrito anteriormente como se ha producido la distribución
de los serotipos en los distintos TEa, viendo que se realiza de una forma más o
menos homogénea, sin embargo hay que resaitar que se produce más acumulación
de cepas con serotipo IB en el “cluster” II, en el que sólo el 1.1 % de los
gonococos son de serotipo lA. probablemente debido a que en este “cluster” la
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presencia de cepas resistentes es mayor y como hemos dicho anteriormente exista
una asociación entre la resistencia y el serotipo IB.
En cuanto a las serovariedades, encontramos que la misma
serovariedad aparece distribuida en diferentes TEa y que varias serovariedades
distintas forman parte de un mismo TE <Tablas XXXVI y XXXVII): sin embargo las
cepas con serovariedades lA/y, IA/v/x así como las IB/rpt, IB/rpyt y IB/rpyust, solo
aparecen en el “cluster” 1, presentando un número suficientemente alto de cepas
como para que pudieran aparecer en los dos “clustera”.
Al analizar la Tabla XXXVIII, se puede apreciar como los auxotipos
se reparten también de una forma homogénea a lo largo de los TEs. Hay que
resaltar, sin embargo, que en el TE 13 en el que están incluidas 14 cepas, no
aparece ninguna prototrófica: existiendo por el contrario, algunos TEs que están
formados sólo por cepas de auxotipo Prototr.
La relación entre los marcadores fenotipicos y genotipicos, es decir
la distribución de Clases (A/S) en los distintos TEs. se presenta en las Tablas
XXXIX y XL.
En las cepas con serotipo lA. cuando aplicamos la electroforésis de
isoenzimas y la determinación de auxotipos. obtenemos 43 CIases distintas
Auxotipo/Tipo Electroforético (A/TE>, lo que implica una menor variabilidad que
cuando se lleva a cabo la determinación de Clases (A/S), en donde encontrábamos
63 Clases diferentes; sin embargo las cepas se reparten de una forma más
homogénea en las Clases <A/TE>, ya que las 4 Clases mayoritarias Prototr./TE 23
<8.6 %), Prototr./TE 26 (7.4 %>, Prototr./TE 31(6.2 %) y Prototr./TE 13 (6.2 %);
sólo engloban un 28.4 % frente al 54 % que englobaban las 3 principales Clases
(A/SL.
Por otro lado la aplicación de isoenzimas en las 3 principales Clases
(A/SL permite discriminar éstas en un total de 20 Clases
Auxotipo/Serovariedad/Tipo Electroforético <A/SITE), con lo que se consigue llegar
a una mayor caracterización de las cepas que se incluyen en estos grupos
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~oritarios,que sin la aplicación de la electroforésis de isoenzimas, no podrían
diferenciadas.
En las cepas con serotipo IB, aplicando la electroforésis de
~nzimasy la determinación de auxotipos, encontramos 92 Clases (A/TE>; las
‘as se reparten con una homogeneidad similar en las Clases CA/TE>, a la
~ervadaen las (A/S).
En las 5 Clases mayoritarias Prototr./TE 2 <6.9 %9>, Prototr./TE 25
‘ %), Prototr./TE 23 (7.7 %>, Prototr./TE 24 (4.4 %> y Prototr./TE 40 <3.3 %),
concentran el 28.5 de las cepas con serotipo IB, un porcenta¡e muy similar al
:ontrado en las 5 Clases principales (AIS>.
Por otro lado, si nos fijamos en las 5 principales Clases (A/S>, trás
3plicación de la electroforésis de isoenzimas, vemos que se reparten en 37
ses <A/SITE>, lo que permitirla una mayor discriminación de las Clases (A/SI
yoritarias en el grupo de cepas con serotipo IB.
La escasa relación observada entre las Clases <A/Sl y los TEs, ha
o observada por otros autores no solo en N. gonorrhoeae <Poh y cola., 1992>,
o en otras especies comoN. meningitidis <Caugant y cols., 1987; Berrón 1992).
Esta ausencia de correlación entre genotipos y fenotipos nos sugiere
puede ser interesante la combinación de ambos métodos con el fin de
erenciar aislados de A’. gonoirboese
A la vista de los resultados obtenidos, pensamos que la
ctroforésis de isoenzimas podría servir como método de subtipado en aquellas
pas que presentan Clases (A/S) comunes.
La combinación de estos 3 métodos de tipificación nos llevaría a una





El estudio presentado en esta memoria pretende conseguir un
conocimiento más amplio de la especie N. gonorrhoeae. tanto desde el punto de
vista fenotipico como genotipico. Para ello se han empleado los marcadores
clásicos (auxotipia, determinación de serovariedades y plasmidotipia> así como la
electroforésis de isoenzimas que nos ofrece una visión de la estructura y relaciones
genéticas de la población de gonococos.
Así mismo se ha realizado un seguimiento de la sensibilidad a
antimicrobianos de los aislamientos de gonococo, analizando el estado de
sensibilidad frente a los antibióticos utilizados con mayor frecuencia en el
tratamiento de la infección gonocócica (penicilina, tetraciclina, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona y espectinomicina> así como frente a algún otro
(ciprofloxacina) que se presenta como una alternativa en el tratamiento de
infecciones producidas por cepas resistentes a los antibióticos anteriormente
citados.
Por otro lado se ha realizado un estudio de polimorfismo enzimático
en un grupo de cepas NGPP aisladas en 1986 y 1987. todas ellas portadoras del
plásmido de tipo africano, con el fin de analizar el cambio en el perfil píasmidico
observado en estos años en el laboratorio de referencia de gonococos.
De los resultados obtenidos en el presente estudio podemos deducir
las siguientes conclusiones:
1.- La clasificación obtenida al aplicar electroforésis de isoenzimas
en las distintas especies del género Ne/ssaria concuerda en general con los
esquemas taxonómicos previamente establecidos. La especie más homogénea ha
resultado ser N. gonorrhoeae, mientras que las más heterogéneas han sido N.
pediava/sicca y N. mucosa.
2.- La especie N. cunicu//, ubicada por algunos autores junto con N.
caviae y Al. ovis como especies de afiliación incierta, se encuentra estrechamente
relacionada con N. palysaccharea, Al. lactamica y N. cinerea, por lo que podría ser
incluida en el grupo de “verdaderas” neiserias.
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Del estudio de sensibilidad a antimicrobianos llevado a cabo
deducimos que:
3.- La proporción de cepas resistentes a penicilina, bien por
producción de fl-lactamasa o por mutación cromosómica es de un 24.5 %, con lo
que este antibiótico no debe emplearse en el tratamiento de la infección
gonocócica. El mismo problema se presenta con el uso de la tetraciclina, ya que
un 56.6 % de los aislamientos fueron resistentes a este antibiótico.
4.- Las mutaciones cromosómicas responsables de la resistencia a
penicilina confieren igualmente una disminución en la sensibilidad a cefalosporinas
de segunda y tercera generación, así como a tetraciclina. No sucede lo mismo en
el caso de la espectinomicina y ciprofloxacina.
5.- El empleo de la ciprofloxacina como tratamiento alternativo debe
llevarse a cabo con precaución ya que hemos encontrado cepas con una CMI entre
0.06 y 0.25 pg/ml, consideradas como moderadamente resistentes.
Al aplicar los marcadores fenot(picos encontramos que:
6.- Hemos obtenido 22 auxotipos diferentes aunque el 31.9 % de
las cepas se concentran tan solo en dos <Prototóficas y Prolina dependientes>, lo
que Jimita mucho su utilización como único marcador. Sin embargo observamos
un ligero incremento del auxotipo -Pro. -Arg en detrimento del -Pro en los últimos
años del estudio.
7.- El serotipo mayoritario ha sido el lB (74.6 %). Tras aplicar
anticuerpos monoclonales para determinar serovariedades, las cepas IB presentan
una mayor variabilidad que las cepas lA. En estas últimas la serovariedad
mayoritaria fue IA/rst (47.9 %>, seguida de lA/y (24.5 %). Las cepas IB se han
distribuido en 83 serovariedades diferentes, destacando que las serovariedades
IB/ys y IB/oys han experimentado un incremento importante en los últimos años.
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9.- Hemos encontrado una clara asociación entre algunas
serovariedades y la sensibilidad a antibióticos. Así, en el grupo de las Penr las
Clases Prototr./lBoys, -Pro/lBrop y -Pro/lBopyuvt son más abundantes que en el
grupo de las Pen y Pen~ <p<0.Ol>; así mismo las cepas Prototro./lBoys y
Prototr./lBys son más frecuentes en el grupo de las TeV (p<O.O1>.
9.- A partir de 1986 se produce un cambio del perfil plasmidico en
las cepas NGPP, siendo más frecuente a partir de ese momento el plásmido de tipo
africano (3.2 Md), si bien parece que existe una cierta tendencia a que se equilibre
la frecuencia con el asiático (4.5 Md>.
10.- A la vista de los resultados obtenidos tras aplicar la
electroforésis de isoenzimas en cepas NGPP, pensamos que aislamientos
Prototr./AvBx pudieran haber sido los responsables del cambio del perfil
plasmidica. Este tipo de aislamientos no son tan frecuentes en la actualidad.
11.- Existe una correlación entre el aumento de cepas resistentes a
tetraciclina y una mayor presencia del plásmido de 4.5 Md.
Del estudio de la electroforésis de isoenzimas en cepas no-NGPP con
diferentes niveles de sensibilidad frente a antibióticos concluimos que:
12.- No se encuentra relación entre los marcadores fenotípícos
<Auxotipo/Serovariedad) y los TEs. La información obtenida revela que los
gonococos son un grupo geneticamente homogéneos que presenta una estructura
de población clonal.
13.- Existe una clara relación entre algunos TEs y los niveles de
sensibilidad frente a penicilina y/o tetraciclina.
14.- Parece que la resistencia ha aparecido en clones preexistentes
en la población ya que no encontramos ningún clon constituido exclusivamente por
cepas resistentes. Tanto la resistencia moderada a penicilina (CMI entre 0.12 y 0.5
pg/ml> como la resistencia a tetraciclina <CMI> lpg/ml> se encuentran ambas
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ampliamente distribuidas en la población general. No sucede lo mismo con la
resistencia frente a penicilina (CMI> lpg/mi), que se presenta tan solo en algunos
“cluster”.
15.- Al aplicar conjuntamente auxotipos. determinación de
serovariedades y análisis multienzimático se consigue llegar a una mayor
caracterización de las cepas. Esto sería de una mayor utilidad en el casó de las
cepas lA en las que la aplicación de los marcadores fenotípicos no consigue una
alta discriminación.
16.- A la vista de los resultados obtenidos, podemos afirmar que la
población de N. gonorrhoeae en España presenta una alta variabilidad con
frecuentes cambios en los tipos de cepas más abundantes e incluso con la
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